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1.1A sepsisfogalma ésáltalános jelemzői
A sepsis egy fertőzés által kiváltot, szisztémás gyuladásos válaszreakcióval
kísért összetet tünetegyütes, mely előrehaladot esetben szervdiszfunkciókkal
(súlyos sepsis), iletve shockos keringéssel jár (septicus shock), és a beteg halálához
vezethet[1].A modern orvostudomány talán legnagyobb átörései, az antibiotikumok
és a vakcináció lehetőségének felfedezése elenére a fertőző betegségek, köztük a
sepsisokozta közegészségügyi probléma sajnos napjainkra sem vált jelentéktelenné–
ehhez hozzájárula populáció elöregedése, a krónikus betegek nagy száma, és az
implantálható idegentestek (pl. protézisek, pacemaker) széleskörű elterjedése is. Az
intenzív osztályok mindennapjai során igen nagy, sőt emelkedő számban
képviseltetik magukat a súlyos, életveszélyes fertőzésekkel küzdő betegek, ami
orvos-szakmailag ésaz egészségügyi költségvetés szempontjábólisnagy kihívást
jelent.Mind a sepsis kóréletanának megértésében, mindaz intenzívterápiás
betegelátás színvonalában jelentős előrelépés történt az elmúlt évek, évtizedek
során, ennek elenére a sepsis halálozása a mai napig elfogadhatatlanul magas.
Angliai –észak-írországi adatok alapján 1996 és 2004 közöt a súlyos sepsis
halálozása alig csökkent (48,3%-ról 44,7%-ra), viszont a sepsishez kapcsolódó
halálesetekabszolútszáma több, mint másfélszeresére nőt[2].
A betegek kilátásainak javítása érdekében, a „Surviving Sepsis Campaign”
keretein belül nemzetközi irányelveket fogalmaztak meg, melyek egységesíteték a
septicus betegek elátásának alapelveit[3-8]. Az erőfeszítések eredményeképpen
viszonylag alacsony, 5,4%-os mortalitás-csökkenést sikerült elérni két éves vizsgálati
periódus alat[9, 10]. Ennek oka–legalábbis részben–az lehet, hogy míg az
irányelvek részletesen tárgyalják a korekt mikrobiológiai diagnózis,antibiotikus
terápia, góckezelésésszervtámogató-szupportív intenzív elátás részleteit, igen kevés
szó esik az érem másik oldaláról, a szervezet kórokozóra adot immunológiai
válaszreakciójáról. A nemzetközi ajánlások megírói valóban nehéz helyzetben
vannak, merta nagyszámúalapkutatás elenére igen keveset tudunk a sepsis
immunológiájáról.A kezdeti gyuladás-immunológiai eredmények alapján létrejöt
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az az elmélet, mely szerint a septicus betegnél a kórokozóra adot szisztémás
gyuladásos reakció (SIRS, systemic inflammatory response syndrome) alakul ki,
melyre a gyuladásos citokinek (többek közöt TNFα, IL-1ß, INFγ, IL-6) túlzot,
inadekvát termelődése jelemző, hozzájárulva a shock, szövetkárosodásés
szervelégtelenség kialakulásához [11-13]. Emelet bevezetésre került a
kompenzatorikus immunszupprimált álapot, a CARS (compensatory anti-
inflammatoryresponsesyndrome) és amindkét álapot jelegzetességeit mutató
MARS (mixed agonist response syndrome) fogalma is[14].Mindezek alapján
történtek próbálkozások a immunmodulációs kezelésre sepsisben, az anti-citokin
terápia azonban csalódást okozot, várakozáson aluli eredmények születek[15]. A
sepsis immunológiájával kapcsolatos kutatások folytatódtak, és egyre inkább
körvonalazódik, hogy a sepsis nem egységes betegség, hanem egyklinikailag ugyan
hasonló tüneteket produkáló, de immun-pathomechanizmusát tekintve rendkívül
heterogén szindróma[16-19]. Csak néhány ponton beavatkozva, a betegség és a
betegek heterogenitását,valamint a folyamat időbeli dinamikáját figyelmen kívül
hagyva nem lehet jelentős eredményeket elérni.
Viszonylag korán ismerté vált, hogy a septicus beteg immunológiai státusza
függ a kórokozó típusától[19, 20]. Annak elenére, hogyin vitrokísérletek során
Gram pozitív baktériumok ishatékonyan indukálták proinflammatorikus citokinek
termelődését, a Gram-negatív sepsisin vivoáltalában, de nem minden esetben
nagyobb mértékű gyuladásos válasszal jár[16-18, 20-22].Ez a jelenség feltételezi
olyan tényezők jelenlétét, melyek a szervezet antimikrobiális immunválaszára
hatással vannak, ésközvetve vagy közvetlenülkapcsolatbanálnaka kórokozó
Gram-festődésével.Ezekről–bár a sepsis hatékony immunológiai megközelítése
szempontjából igenlényeges lenne– egyelőre nem rendelkezünk pontos
információval.
A bakteriális sepsiskóréletanábankiemelt szerepük van a phagocytosisra
képes sejtes elemeknek, mindenekelőt a neutrophil granulocytáknakés a
macrophagoknak. Ezek azelső vonalban áló efektor sejtek fizikailag képesek
eliminálni a kórokozó flórát. Figyelembe kel vennünk azonban, hogy a veleszületet
és az adaptív immunitás számtalan ponton kapcsolódik egymáshoz,kölcsönösen
szabályozva egymást[23, 24]. Ilyen módon az adaptív immunitás részvétele a sepsis
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immunpathológiájában–ha bizonyos szempontból indirekt is–, messzemenőkig
nem elhanyagolható.
Régótaismert, hogy a lymphocyták antigén-specificitása nem abszolút, egy-
egy klón különböző antigének hasonló epitópjaitis képes felismerni.A jelenséget
molekuláris mimikri néven ismeri a klasszikus immunológia, éstúlnyomórésztaz
infekció indukálta autoimmunitáshoz kapcsolódóan foglalkoztak vele. Újabb
eredmények alapján kiderült, hogy–legalábbis–lineáris epitópok közöt (azaz T-
sejtes mimikri esetében) az immunológiai keresztreakciók lényegesen gyakoribbak,
mint korábban gondolták, ésaz eltérőantigénből származó epitópok felismerése nem
binárisan értelmezhető,„igen vagy nem” kérdés.Akeresztreaktívlymphocyta-válasz
valószínűsége folytonos skálán mozog, és matematikailag megbecsülhető[25].
A két különböző antigénen meglévő epitópok egyazon T-sejt klón általi
felismeréseelvbenahhoz vezethet, hogy a két antigénnel szemben kialakulhat
hasonló jelegű–akár toleráns, akár gyuladásos jelegű–lymphocyta-válasz.
Septicus betegek esetében a kórokozóval vagy kórokozó flórával szemben indukált
T-sejtes immunitás elméletileg két főantigéncsoportal, a saját–autoantigén–
készletel, és a szervezetben jelen lévő„idegen”, azaz kommenzális mikrobiális
elemekkel interferálhat.Utóbbi csoportból tömegüknél fogva messze kiemelkednek a
gastrointestinalis traktusban élő baktériumok. Tekintetel ara, hogy az
immunológiailag intaktnak tekinthető szervezetben a saját struktúrákkal szembeni
tolerancia átörése nehéz, a kórokozó és az autoantigének lineáris epitópjai közöti
hasonlóság, és a következményes T-sejtesmolekuláris mimikri– elméleti
megfontolások alapján –feltehetően inkább a kevésbé efektív antimikrobiális
válaszhoz vezetne, mint infekció-indukált autoimmunitáshoz.Bonyolultabb a kérdés
a kórokozó-és a kommenzális flóra közöti mimikri esetében.Életani körülmények
közöt a normál flórát immunológiai tolerancia védi, mely azonban sepsisben igen
törékennyé válik, többek közöt a nyálkahártya álapotának, valamint a
bélbaktériumokvirulenciájának és összetételének markáns változása miat[26].A
kórokozóval szemben kialakuló primer T-sejtes immunitás a molekuláris mimikri
révén ebben az esetben várhatóan inkább szekunder nyálkahártya-gyuladáshoz
vezetne. Mindez érdekesen összecseng a „bél mint a sepsis motorja” elméletel, mely
szerint a bélben il. bélnyálkahártyában zajló eseményekmeghatározó szerepet
játszanak a sepsis kóréletanában(részletesebbenaz1.3 fejezetben). Ilyen módon–
9
annak elenére, hogy az extraceluláris baktériumok eleni válasz elsődleges efektor
sejtjei a phagocyták–a T-sejtes immunitásés amolekuláris mimikrijelenségeis
szervesen kapcsolódik a sepsis immunológiájához.
1.2Az intestinalis nyálkahártyaéletani körülmények közöt
A bélnyálkahártya és a hozzá kapcsolódó lymphoid szövet (GALT, gut
associated lymphoid tissue)kényes egyensúlyt tart fenna „belső külvilágot” alkotó
nagyszámú mikroorganizmussal [27]. Kölcsönhatásuk nemcsak lokálisan
szabályozza az immunválasz irányát–melyéletani körülményekközötmindaddig
toleráns, amíg veszélyt jelentő antigén nem érkezik–,hanemjelentős hatással van a
szervezet immunitásánakegészére.A bélnyálkahártyához kapcsolódó védelem nem
mindennapi kihívásoknak kel, hogy megfeleljen: egyrészt biztosítania kel a
szervezet integritását a rendkívül nagy tömegű mikroorganizmussal szemben,
másrészt el kel kerülnie a nem veszélyes antigénekre adot választ, mely nemcsak
kimerítené az erőforásokat, hanem a gyuladás révén károsítaná magát az első
védelmi vonalat jelentő nyálkahártyát is.
A speciális feladatoknak megfelelően a bél immun-apparátusának résztvevői
(az epithelium, intraepithelialis lymphocyták, a lamina propria, a Peyer plakkok,
mesenterialis nyirokcsomók és a peritonealis űrimmunkompentenssejtjei)isjelentős
részbenspecializált populációkból kerülnek ki.Aklasszikus lymphocyták melet a
bélnyálkahártyailetve a peritonealis űrothont ad számosnem konvencionális
lymphocyta csoportnak,példáulB-1sejteknekésigen változatos,részleteiben
egyelőre kevéssé ismert,akárαß-akár γδ-TCR-rel rendelkezőintestinalis
intraepithelialis lymphocyta(iIEL)populációknak is.[28].Természetesen a
veleszületet immunitás elemei, például a dendritikus sejtek is a feladatnak
megfelelően specializált csoportot alkotnak[29], valamintmaga a hámis részt válal
–a fizikai védelem biztosításán túlmenően–az immunológiaiés szabályozási
feladatokból is.
Az intestinalis hámsejtek polarizáltak,képesek antigénbemutató sejtként
viselkedni–mind klasszikus MHC I és MHC I, mint nem-klasszikus MHC I
osztályú hisztokompatibilitási antigéneket expresszálhatnak–és leírták MHC-
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antigén komplexeket tartalmazó mikropartikulumok kibocsátását is. Utóbbi
mechanizmus feltehetően a környező sejtek felé szolgáltat információt az
intraluminalis antigénekről[30-32]. A hámréteg emeletantimikrobiális peptidek
termelése révén is hozzájárul a nyálkahártya védelméhez[26].Abélbaktériumok
által indukáltAngiogenin 4például–mely aPaneth-sejtek terméke–Gram-pozitív
antimikrobiális spektruma révén segít fenntartani az intestinalis baktériumközösség
Gram-negatív predominanciáját.Szintén befolyásolják a normál flóra összetételét az
immunmoduláns hatással is rendelkező defenzinek, valamint a széles spektrumú
antimikrobiális hatású cryptdinek is[26, 33, 34].A fizikai védelem fontos eszköze az
epithelt bevonó nyálka, melynek termelődésétszinténa kommenzális flóra tagjai
indukálják.Egereken végzet kísérletek adatai alapjánaz intestinalis nyálkakét
rétegű,sűrűbb belső rétege szorosan tapad a hámréteghez, és fizikai akadályt képez
az intraluminalis antigénekkel szemben.A nyálka segítaz intestinalismikrobialis
közösség összetételének szabályozásában is, mert speciális adhéziós epitópokat
kínál, preferenciát biztosítva egyes fajok számára[35-38].
A kommenzális baktériumok életani körülmények közöt nemelenségként,
nem is elenfélként, hanem partnerként integrálódnak ebbe a rendszerbe.
Populációjuka nyálkahártyával együtműködve segít szabályoznisaját összetételét,
és újabb adatok szerint igen szigorú térbeli és mikrobiológiairend alapjánkolonizálja
a mucosa élő szöveteit is.Partner baktériumaink hozzájárulnaktovábbá a B-1 sejtek
aktivációjához és a szisztémás immunitást segítő természetes antitestek
képződéséhez[26, 28, 39], valamint hozzáférést biztosítanaka szervezet számára
rövid szénláncú zsírsavakhoz, melyek hatása sokrétű.Az intestinalis epithelsejtek
számára táplálékként szolgálnak és szabályozzák fejlődésüket, protektív
hősokkfehérjék (pl. HSP25) iletve mucin (MUC2) termelését indukálják,in vitro
adatok alapjáncsökkentik a sejtközöti „tight junction” kapcsolatok permeabilitását,
valamint indukálják az ornitin-dekarboxiláz termelődését, mely egy nélkülözhetetlen
enzim az epithelréteg sérüléseiben fontos szerepet játszó poliaminok szintéziséhez
[26, 38, 40-46].Egyes adatok szerint a Bifidobaktériumok és aBacilus subtilis
közvetlenül is jótékony hatással vannak az intestinalis nyálkahártya védőgát
funkciójára[47-49].
A mikrobiális flóra felismerése számos receptor és hozzájuk kapcsolódó
jelátviteli út segítségével történik:részt vesznek a folyamatban TLR (Tol-like)
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receptorok, FPR (formylated peptide receptor) és NOD (nucleotide binding
oligomerization-likereceptors) receptorok, valamint az IPAF (IL-1ß-converting
enzyme protease activator factor) és C-típusú lektinek, a megfelelő jelátviteli utakkal
együt.A legtöbb species korlátozza az NF-κB szignáltranszdukciós útvonalat, ami
TGFß termelődéséhez, és tolerogén, anti-apoptotikus környezet kialakulásához vezet.
Egereken végzet kísérletek tanúsága szerint bizonyos kommenzális flóratagok
viszont segítenek a Treg/TH17 egyensúlyt befolyásolva hatékony immunválaszt
kiváltani pathogén fajokkal szemben[50-52].
Az intestinalis életközösség–beleértve saját szöveteinket és a mikrobiális
flórát is–a szisztémás immunitástól bizonyos mértékig elkülönül. A GALT
sejtjeinek homing mintázata szigorúan szabályozot, és a nyálkahártya baktériumokat
hordozó dendritikus sejtjeit is kiszűrik a mesenterialis nyirokcsomók. Ilyen módon a
normál flórára adot immunválasz életani körülmények közöt megengedi a helyi
IgA-termelést, de nem történik inadekvát immunizáció, melynek súlyos
következményei (pl. enterocolitis, autoimmun szövődmények) lehetnének[26, 53].
A GALT életani funkciói összetetek, sejtjei nemcsak aszoros értelemben vet
helyi klasszikus immunológiai védelemben vesznek részt. Az intestinalis
intraepithelialis lymphocyták például növekedési faktor-termelés révén a
nyálkahártya-sérülések gyógyulásában, azaz a fizikai védőgát helyreálításában is
szerepet játszanak[54]. A B-1 populációból származó természetes antitestek pedig
értékes elemei a szervezet bármely pontján betolakodó kórokozók eleni fél-
specifikus első védelmi vonalnak.Természetes antitestekszükségesektovábbá a
késői típusú túlérzékenység (DTH, delayed type hypersensitivity)során aprimer T-
sejtes válasz elindításához is[28, 55, 56]. Egyes adatok ara utalnak, hogy a bélhez
kapcsolódó immunitás a szisztémás immunválasz szabályozásában is részt vehet.
Leírtak például olyan B-1 sejt eredetű macrophagokat, melyek rendelkeznek felületi
immunglobulinnal, IL-10-et szekretálnak, és kialakulásukat INFγ indukálja(1. ábra).
Tekintetel a B-1 sejtek igen gyakori autoreaktivitására, a gyuladásos
citokinkörnyezet által indukált, toleranciát közvetítő autoantigén-specifikus B-1-
macrophag gátolhatja az infekció-indukált autoimmunitás kialakulását[28]. Annak a
lehetősége is felmerült, hogy a GALT toleranciája alá eső kommenzális flóratagok
egyes autoantigénekkel való hasonlóság miat, tolerogén molekuláris mimikri révén
hozzájárulhatnak a saját struktúrák immunológiai védelméhez[57].
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1. Ábra.A B-1 sejtek INFγ jelenlétében macrophag-szerű, felületi immunglobulinnak rendelkező
antigénbemutató sejtekké alakulhatnak, melyek IL-10 termelése révén akadályozhatják azinfekció-
indukált autoimmun folyamatok kialakulását. Eredeti ábraangol nyelven: Kristóf K, Erdei A, Bajtay Z
Set a thief to catch a thief: Self-reactive innate lymphocytes and self tolerance
Autoimmunity Reviews7:(4)pp. 278-283.(2008)
Összességébena GALT kialakítása és a kommenzális flórával való békés
együtélés nem csupán egy kényszerű következménye annak, hogy a mikrobák teljes
eliminációja lehetetlen volna. A szervezet–életani körülmények közöt–rengeteg
előnyét élvezi a bélflóra jelenlétének: segítségével vitaminokhoz jut (K-vitamin),
hozzáfér a hámsejteket tápláló rövid szénláncú zsírsavakhoz, segítséget kap a
szervezet bármely pontján belépő pathogén mikroorganizmusok eleni védelemhez,
és az immunválasz szabályozásához is.
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1.3A „bélmint a sepsis motorja” elmélet
Figyelembe véve a kényesés törékenyegyensúlyt a kommenzális flórára adot
jótékony tolerancia és az intestinalis pathogének szükségszerű eliminációja közöt,
valamint a gastrointestinum tágabb szerepét a szisztémás immunitás
szabályozásában, nem meglepő a bélnyálkahártya kiemelt szerepe a sepsis
kóréletanában. A „bél mint a sepsis motorja” elmélet a ’80-as években születet
meg, és azon a feltételezésen alapult, hogy a sérült mucosán keresztül történő
bakteriális transzlokáció az immunológiailag túlterhelt szervezet szövetei felé
központi szerepet játszana a betegség kóréletanában. Az azóta eltelt évek alat sok
kísérletes eredmény születet, melyek pontosítoták képünket a bélnyálkahártya
sepsisben játszot szerepéről, de kiemelt jelentőségeazóta sem kérdőjeleződöt meg.
Septicus betegekben a gastrointestinum–beleértve a szoros értelemben vet
saját szöveteket és a velük életani egységet alkotó mikrobiális közösséget is–
anatómiai és funkcionális integritása sérül.Mindezen változások okai összetetek:
hozzájárulnak a haemodinamikai megingások, az ischaemia-reperfúzió, a szöveti
acidózis, valamint bakteriális toxinok jelenléte a vérben.A sepsist kísérő kóréletani
folyamatok meletazonbanakár a terápiás erőfeszítéseinkisszerepet játszhatnaka
gastrointestinum életanának felborulásában:ezek közül kiemelkedikaz esetleges
parenteralis táplálás (vagy rendkívül könnyen felszívódó enteralis tápszerek
használatából eredő distalis intestinalis tápanyaghiány), iletve az
antibiotikumhasználat[26].
Régi megfigyelés, hogykritikus álapotokban a sérült gastrointestinumból
felszabaduló bizonyos mediátorok részt vesznek a sokszervi diszfunkció (MODS)
kialakulásában, de ezek természetéről soráig hiányosak voltak ismereteink[26, 58].
Patkányokon végzet kísérletek adatai alapján a portalis vérben és a szisztémás
keringésben mért IL-6, TNFαés IL-1ß-koncentrációk közöt nem voltakjelentős
különbségek polimikrobiális sepsis során[59]. Egy haemirhagiás shock model
azonban rámutatot a bél eredetű nyirokban található mediátorok jelentőségére.
Tekintetel ara, hogy a sepsisre is jelemző az intestinalis nyálkahártya ischaemiás-
reperfúziós károsodása, az a tény, hogy a stressz-szituációban lévő
bélnyálkahártyából elvezetődő nyirok szerepet játszik az ARDS (acuterespiratory
distress syndrome) és egyéb szervdiszfunkciók kialakulásában, rendkívül
14
figyelemreméltó. Egyelőre nem rendelkezünk pontos információval ara
vonatkozóan, hogy ilyen helyzetekben a bél eredetű nyirok pontosan hogy vezethez
szervkárosodások kialakulásához, de valószínűnek tűnik a TLR4-és NO-mediált
útvonalak szerepe[26, 60].
A sepsisre, de az intestinalis ischaemia-reperfúzióra is jelemző a lymphocyták
drámai megfogyatkozása az intestinalis lamina propriában, a Peyer-plakkokban, és az
intraepithelialis kompartmentben is. Az immunválasz indukciós helyszínei, a Peyer-
plakkok némileg ugyan kevésbé érintetek, de mindemelet a regenerációjuk is
elhúzódóbb. Alymphocyták pusztulása nem az egyetlen probléma,jelemőméga
hámsejtek apoptózisais. Tekintetel ara, hogy az apoptotikus sejtek ismert módon
gyuladásgátló hatásúak–melynek életani célja mindenekelőt az autoimmun
betegségek kialakulásának megelőzéselenne–a keringésbe jutó apoptotikus
sejtfragmentumok hozzájárulhatnak a sepsisben gyakran tapasztalt immunparalízis
kialakulásához[61].
A széleskörű apoptózis melet további problémát jelent sepsisben az
intestinalis nyálkaréteg sérülése[26]. Patkányokon végzet kísérletek eredményei
alapján sepsisben csökken az intestinalis trefoil faktor 3 (TFF3) termelődése, mely
életani körülmények közöt stabilizálnáa nyálkát, és hozzájárulnaa mucosa
sérüléseinek gyógyulásához. Párhuzamosanromliktovábbá a defenzin-5, a Paneth-
sejtek széles spektrumú antimikrobiális termékénekprodukciója is[62].A
szisztémás gyuladásos válaszreakció számos rágcsáló-modeljében (pl. súlyos égési
sérülés, endotoxaemia), de humán intrabdominalis sepsisben is ismert jelenség a
mucosalis IgA-termelés csökkenése. Ennek köze lehet az említet lymphocyta-
apoptózishoz, de ahhoz is, hogy–legalábbis rágcsálókon végzet kísérletek tanúsága
szerint–sepsisben csökken a nyálkahártya IL-5 produkciója,mely fiziológiás
körülmények közöt vezényelné az IgA felé történő immunglobulin-osztályváltást
[26, 63-66].A nyálkahártya védelmének hatásfokát nagy mértékben befolyásolja a
helyi citokinkörnyezet is.Az epithelialis réteg permeabilitását növeli az INFγ, TNFα,
a RAGE-dependens szignál, aHMGB1 (high mobility group 1),az IL-2, IL-4 és IL-
13, miközben az IL-10 és a TGFß elentétes hatást közvetít. Az IGF-1 (insulin-like
growth factor 1) egérkísérletek alapján szintén javítja a nyálkahártya védelmét,
melynek háterében az ál, hogy gátolja a sepsist kísérő epithelialis hámsejt-
apoptózist[26, 67-73].
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Terápiáserőfeszítéseink közül különösen kető, a teljes parenteralis táplálás, és
az antibiotikumok használata befolyásolhatja kedvezőtlenül a nyálkahártya sepsissel
járó elváltozásait.Az intravénásan adot cefoperazon, ceftriaxon, piperacilin és
ciprofloxacin esetében rendelkezésre álnak adatok aról, hogy hatásukra
elszaporodnak a sarjadzógombáka bélben[74, 75].Az életani egyensúly
megbomlása melet ez azért is lehet veszélyes, mertin vitrokísérletiadatok szerinta
sarjadzógombák igen gyakori képviselője, aCandida albicanssegíti azEscherichia
colitranszlokációját az epitheliumon[76].A teljes parenteralis táplálás (TPN) során
egérkísérletek adatai szerint felborul az intestinalis mikrobiális közösség életani
összetétele, miközben az intraepithelialis lymphocyták száma csökken,
citokinprofiljuk megváltozik. Párhuzamosan nő az epithelsejtek apoptózishajlama és
a hám permeabilitása, valamint csökken az IgA és a mucin termelése[26].Lényeges,
hogy mindezek a változások nem közvetlenül az intravénás táplálás, hanem az
enteralis táplálék hiányának következményei.Tekintetel ara, hogy a TPN a septicus
betegek elátása során olykor sajnos elkerülhetetlen, történtek próbálkozások a
nyálkahártyára kifejtet kedvezőtlen hatásainak elensúlyozására, elsősorban a
táplálék immunmoduláns anyagokkal való kiegészítése–„immunonutríció”–révén.
Álatkísérletek során néhány kiegészítő adalék, például a glutamin alkalmasnak
bizonyult az intestinalis mucosa védelmére teljes parenteralis táplálás során[77, 78].
Meg kel azonban említeni, hogy emberben az eredmények még elentmondásosak,
éssem a probiotikum-használatal, sem az immunonutrícióval kapcsolatban
nincsenek még letisztult ismereteink[26].Mindez újra felhívja a figyelmet az emberi
szervezet és a kísérletek során leggyakrabban használt rágcsálók közöti
különbségekre, és kiemeli annak jelentőségét, hogy az álatokon végzet kísérletek
eredményeit mindenkor megfelelő kritikával kel szemlélnünk.
A SIRS-ben szenvedő betegek körében megfigyelték, hogy a bél mikrobiális
flórájában markánsan csökken az obligát anaerobok (többek közöt például a
Bacteroidaceae,BifidobacteriumésVeilonelaspeciesek) iletve a Lactobacilusok
száma, miközben aStaphylococcusésPseudomonasfajok elszaporodnak. Egyes
adatok szerint ez a változás–az obligát anaerobok számának csökkenése és a
pathogén speciesek túlsúlya–prognosztikaijelző is lehet. A bélflóra összetételének
változása melettjelemző SIRS-ben a szerves savak (mindenekelőt az ecetsav,
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vajsav és propionsav) mennyiségének csökkenése és a pH emelkedése a
béltartalomban[79, 80].
Az elmúlt évek alapkutatásai felhívták a figyelmet ara, hogy sepsisben
nemcsak az intestinalis flóra összetétele, hanem viselkedése is megváltozik. Kiderült,
hogy a baktériumok a QS (quorum sensing) rendszer révén képesek szabályozni
virulenciagénjeiket, melyeket akkor kapcsolnak be, amikor veszélyt–mindenekelőt
tápanyaghiányt, veszélyesen nagy baktériumsűrűséget–észlelnek, mely túlélésüket
fenyegeti. Ilyen körülmények közöt a bélbaktériumok agazdaszervezetel együt
valópusztulást csak akkor kerülhetik el, ha kilépnek partneri-kommenzális
szerepkörükből,invazívvá válnak,és elárasztják aszöveteket.Igen lényeges
momentum, hogy viselkedésük egy tervezet, koordinált, aktív folyamat eredménye,
és nem aról van szó, hogy a nyálkahártya eleve meglévő sérüléseit kihasználva
passzívan jutnának be a szervezetbe.Sajnos azzal, hogy az intestinalis mikrobák
szeretnék elhagyni a„sülyedő hajót”,valószínűlegsok esetben maguk pecsételik
meg az othonukat biztosító szervezet sorsát [26].A 2. ábra összefoglalja az
intestinalis nyálkahártya sepsisben megfigyelt főbb elváltozásait.
Az intestinalis mikrobiális közösség koordinált felépése a gazdaszervezet elen
természetesen megkívánja a speciesek közöti kommunikációt, és a teljes intestinalis
mikrobiális közösség koordinált felépését. A QS-rendszer pontosan ezt teszi
lehetővé[47, 81]. A „pathogén baktérium” fogalma tehát messzemenőkig függ a
körülményektől is, nemcsak a speciestől. A bélbaktériumok a tápanyag-elátotság
melet képesek érzékelni a gazdaszervezet számukra veszélyszignált jelentő jelzéseit
is: kísérletes adatok szerintPseudomonas aeruginosa esetében a hypoxiás-
ischaemiás szöveteiből érkező stressz-mediátorok, valamint gyuladásos citokinek
(mint az INFγ) is rendkívül hatékonyan aktiválják a QS-rendszert[47, 81]. A
baktérium ekkor elkezdi a gazdaszervezet hatékonyabbmegtámadását segítő
mediátorok termelését, mint például aLactobacilusspecieseket elnyomó 2-heptil-4-
hidroxikinolin-N-oxid[82], vagy a bakteriális toxinok előt szabad utat nyitó, az
intestinalis hámsejtek közöti „tight junction” kapcsolatokat támadó PA-I lektin[47].
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2. Ábra.Az intestinalis nyálkahártya elváltozásai sepsisben. Jelemző a széleskörű apoptosis, az
intestinalis nyálka hiánya vagy csökkent mennyisége és a szövetani dezorganizáció. Eza mucosa ál
szemben a mind összetételében, mint virulenciájában megváltozot intraluminalis mikrobiális
közösséggel. A sérült nyálkahártyában felhalmozódó mediátorokat a bél nyirokútjai vezetik el. Eredeti
ábra angol nyelven: Madách K*,Kristóf K*, Tulassay E, Iványi Z, Erdei A, Király A, Gál J, Bajtay Z,
Mucosal Immunity and the Intestinal Microbiome in the Development of Critical Ilness, ISRN
Immunology2011:Paper 545729. 12 p.(2011);*Megosztot első szerzők
Ezek a felismerések rendkívül fontosak a „bél, mint a sepsis motorja”
elméletel kapcsolatos elentmondások megértésében. Az eredeti elképzelés alapján a
sérült bélnyálkahártyán át a keringésbe jutó baktériumok súlyosbítanák a sepsis
lefolyását, amit alátámasztani látszot az az elképzelés, hogy a steril környezetben
felnevelt, bélflórával nem rendelkező „germ-free” kísérleti álatokban az intestinalis
ischaemiát iletve vérzéses shock-ot követő halálozás mérsékeltebb volt. Kiderült
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viszont az, hogy asepsis sorántranszlokálódó baktériumok száma nem elégséges
ahhoz, hogyazonos csíraszámmal kísérleti körülmények közötsepticus választ
lehessen előidézni.A zajló sepsisben mért szérum lipopoliszacharid szint is
túlságosan csekélyvolt ahhoz, hogy azzalkísérletesenkiváltható legyenegy
sepsissel rokon szisztémás gyuladásos válaszreakció.A QS-rendszer létezése, a
baktériumok virulenciájának szabályozhatósága támpontot adhat mindezen
elentmondások feloldásához[47, 83-85], éskönnyebben elképzelhetővéteszi, hogy
viszonylag kis csíraszámú, de igen virulensbaktérium hogyan képeséletveszélyesen
felborítani a szervezet homeosztázisát.A 3. ábra vázlatosan bemutatja a
gastrointestinumnak a sepsis kóréletanában játszot szerepét jelenlegi ismereteink
szerint.
3. Ábra.Az intestinalis nyálkahártya és a vele funkcionális egységet képező intraluminalis
baktériumtömeg szerepe a sepsis kóréletanában. Eredeti ábra angol nyelven: Madách K*,Kristóf K*,
Tulassay E, Iványi Z, Erdei A, Király A, Gál J, Bajtay Z, Mucosal Immunity and the Intestinal
Microbiome in the Development of Critical Ilness, ISRN Immunology2011:Paper 545729. 12 p.
(2011);* Megosztot első szerzők
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1.4 A komplementrendszer és a dendritikussejtek szerepe az immunválaszban
A szervezet és a külvilág közöt áló elsődleges védőgátakat (a bőr és a
nyálkahártyák epithel-rétegét) követően az első védelmi vonalunk a kórokozókkal
szemben a komplementrendszer. Ez az enzimatikus kaszkádrendszera pathogéneket
érkezésük pilanatában célba veszi, a phagocyták iletve antigénbemutató sejtek
számára megjelöli(opszonizálja), és ideális esetben a membránkárosító komplex
segítségével azonnal el is pusztítja.A vérben iletve az extraceluláris folyadékban
jelen lévő komplementfehérjékjelentős részea májból származik, de több más
sejtípus (pl. macrophagok, endothelsejtek) is képeselőálítaniazokat[86]. A
komplementrendszerhez tartoznak még a kaszkád oldot elemein túl a
komplementreceptorok,valaminta rendszert szabályozó molekulák is.
Amelet, hogy a komplement-aktiváció aveleszületet immunitás egyik
leghatékonyabb és leggyorsabban reagáló eleme, szerepe nem korlátozódik az
antigén feldolgozására. Az utóbbi években egyre több adat gyűlt össze arról, hogy a
rendszer számos ponton összeköti a veleszületet és adaptív immunitást, részt vesz a
lymphocyta-válasz elindításában és szabályozásában.A kórokozóktól való hatékony
védelem melet a komplementkaszkád segíti az immunkomplexek, valamint a
fölöslegessé vált saját antigének–szövetörmelék, apoptotikus sejtek–gyors
eliminációját is, elejét véve potenciális autoimmun folyamatok kialakulásának[86].
A komplementrendszeraktivációjához alapvetően három útvezethet: a
klasszikus, a lektinfüggő, és az alternatív útvonal, melyek a kaszkád központi
szereplőjénél, a C3 molekulánál találkoznak, és ezt követően az események azonos
módon folynak tovább.Aklasszikus utatemberben elsősorban az IgM-, IgG3-és
IgG1-tartalmű immunkomplexindítja el.Az elenanyag és az antigén kapcsolódása
lehetővé teszi a C1molekulakomplex(a C1q, és a hozzá kapcsolódó C1r iletve C1s)
megkötését,majdezt követőena klasszikus C3-konvertázlétrejötét.Afolyamatot
vázlatosan a4. ábra mutatjabe.Megemlítendő, hogy ezt az útvonalat nemcsak
immunkomplexek, hanem a C1q-t kötni képes egyébmolekulák–pl. a C-reaktív
protein vagy a pentraxin 3–is képesek aktiválni[86-88]. Utóbbi esetben a kaszkád
kizárólag felülethez (pl. bakteriális sejtfalhoz) kötöt C1q-val való interakció
esetében indul el. Az oldot pentraxin-3 szabad (nem immobilizált) C1q-val való
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interakciója a klasszikus út gátlásához vezet, mely segít megakadályozni az
inadekvát komplement-aktivációt[88].
4. Ábra. A komplementrendszer működésének vázlata. Eredeti ábra: Immunológia
szerkesztete: Erdei Anna (Medicina kiadó, 2012.)
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A lektinfüggő út esetében a komplementrendszer aktivációját a C1q-hoz
hasonló felépítést mutató mannózkötő lektin (MBL) indítja el, melyek szénhidrát-
felismerő (lektin) doménjeik révén kapcsolódnak a kórokozók felszínén jelen lévő
mannózhoz iletve N-acetil-glükozaminhoz. A C1r és C1s szerepét ebben a
molekulakomplexben az MBL-asszociált szerin-proteáz 1 és 2 (MASP-1 és MASP-
2) veszi át, ezt követően az események a klasszikus útvonalal megegyező módon
folynak tovább.A fikolinok az MBL-hez hasonló módon képesek aktiválni a
lektinfüggő utat, de szénhidrát-felismerésükért fibrinogéndomének felelősek[86].
Az alternatív aktivációs útvonal alapja, hogy a kaszkád központi eleme, a C3
molekula szórványosan spontán hidrolízist szenvedhet, melynek soránafeltáruló
tioészter kötéserévén kovalensen képes kötni amino-iletve hidroxilcsoportokhoz.
Az aktiváló felszínhez kapcsolódó C3b az alternatív C3-konvertáz központi eleme,
mely akkor is pozitív visszacsatolási kört hoz létre, ha a kaszkád eredendően a
klasszikus úton indult meg(4. ábra). Az alternatív aktivációs út szelektivitását az
biztosítja, hogy saját sejtjeink felszínén a kaszkád továbbvitelét megakadályozó
elemektalálhatók.
1. Táblázat. A legfontosabbkomplementreceptorok vázlatos átekintése. Eredeti táblázat:
Immunológiaszerkesztete: Erdei Anna (Medicina kiadó, 2012.)
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Amennyiben aplazmában jelen lévő I-faktor–oldot vagy membránhoz kötöt
formában jelen lévő kofaktoraival együtműködve–a C3b molekulán újabb hasítást
végez, inaktivált C3b (iC3b) jön létre, ezt követően újabb hasítások révén ebből
C3dg majd C3d alakulhat ki. A C3b molekulából keletkező fragmentumok már nem
képesek részt venni a kaszkád továbbvitelében. Az I-faktor tevékenysége többcélt
szolgál, egyrészt megakadályozza a komplementkaszkád excesszív és inadekvát
aktivációját, megelőzia fölösleges szövetkásorodást és a C3 készlet értelmetlen
felhasználását. Másrészt–bár a membránkárosító komplex kialakításához többé nem
járulhatnakhozzá–a létrehozot C3b-fragmentumok nem maradnak biológiai
funkció nélkül, hiszen számos sejtípus működését befolyásolják.Mindezek alapján
nem meglepő, hogy az I-faktor hiányos betegek visszatérő infekciókkal küzdenek
[89].A komplementrendszer akivációjával összefüggésben keletkező molekulák
felismeréséretöbbreceptor ál rendelkezésre,a legfontosabbakataz1. táblázat
foglaljaösszevázlatosan.
A kompelmentfehérjéknek iletve fragmentumaiknak az immunválaszban
betöltöt szélesebb–nem az azonnali komplement-mediált lízishez köthető –
szerepköréről egyre több adat ál rendelkezésre. Először a B-sejtes válasz vizsgálata
során vált nyilvánvalóváa rendszer részvétele az adaptív immunitáskialakításában
és szabályozásában.Megtudtuk, hogya CR1 és CR2 receptorok jelen vannak a B-
sejtek és folicularis dendritikus sejtek felszínén, ahol szerepet játszanak az antigének
megtartásában, a B-sejtek túlélésében, aprimerhumorálisválasz ésB-sejtes
memória kialakításában.Emelet a komplementreceptorok részt vesznek a B-
lymphocyták tevékenységének szabályozásában is: míg a CR2 aktiváló, a CR1
inhibitoros jelet közvetít. A konvencionális B-sejtek működésén túl a
komplementrendszer hatással van a B-1 lymphocytákra és a természetes elenanyag-
repertoire összetételére is[90-92].
Később kiderült, hogy a komplementrendszerelemeinemcsak a humorális,
hanem az adaptív celuláris válaszszabályozásábanis részt vesznek.A C1q-t
tartalmazó immunkomplexekről azt találták, hogy a T-lymphocyták C1q-receptorain
keresztül segítika T-sejt aktivációt, míg a CR1 gátló jeleket közvetít[93-95]. A
komplementfehérjék a lymphocytákra való közvetlen szabályozó hatásuk melet a
dendritikus sejtek funkcióját is befolyásolják, melynek révén az adaptív
immunválasz egészét alakítják[96].Humán monocyta eredetű dendritikus sejtekről
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kiderült, hogy a macrophagok által lokálisan termelt C3-at C3b formájában
kovalensen képesek megkötni, mely érésükhöz, és efektív T-sejt aktiváció
kialakulásához vezet[97].
A dendritikus sejtek csoportja egészen kivételezet helyet foglal el az
immunrendszeren belül, hiszen egyedül képes anaiv T-sejtek primer aktiválására, és
eközben orientációjuk tolerogén vagy efektor irányba történő befolyásolására is.
Más professzionális antigénbemutató sejtek (pl. B-lymphocyták, macrophagok)
esetébenugyanis az APC/T-sejt immunológiai szinapszisa elsősorban nem a T-sejt,
hanem az antigénbemutató sejt aktivációját, és ezáltal a megfelelő humorális válasz,
vagy aktivált, efektor macrophagok kialakítását célozza. A dendritikus sejtek
működésetehát alapjaiban alakítja a teljes adaptív válasz egészét.
Mindezek alapján nem meglepő, hogy septicus betegek molekuláris
immunológiaivizsgálata során a dendritikus sejtekfunkciójának zavarát találták.
Egyes adatok szerint sepsisben a monocyta eredetű dendritikus sejtek nagy arányban
tolerogén módon diferenciálódnak, és anergiás vagy regulatorikus irányban
elkötelezet T-lymphocytákat indukálnak[98]. Mindez része lehet a sepsisben
klinikailag is tapasztalt immunológiai kimerülésnek, és feltehetően egyik oka a
másodlagos fertőzésekre való fokozot hajlamnak. A jelenség pontos hátere,
molekuláris alapja egyelőre még nem felderítet, mindazonáltal egyes adatok




Munkánk során a humán antimikrobiális válasz indukciós és efektor fázisait
vizsgáltuk. Irodalmi adatok és elméleti megfontolások alapján felmerült annak
lehetősége, hogy sepsisbena pathogénekelen indukáltT-lymphocytáka kórokozó
és a bélbaktériumok közötimolekuláris mimikri révén másodlagos gyuladást
okozhatnak az intestinalis nyálkahártyában, mely súlyosbíthatja a sepsis lefolyását,
esetleg ronthatja kimenetelét.Az immunválasz indukciós részét vizsgálva arra
kerestük a választ, hogy a komplementreceptorok által közvetítet jelek milyen
módon vesznek részt a dendritikus sejtek antigénfelvételében, fenotípusuk
kialakításában, és tevékenységük szabályozásában,iletvehozzájárulhatnak-e a
sepsisben tapasztalt immunológiai kimerülés ésanergia létrejötéhez. Mindezek
alapján a következőket tűztük ki célul:
Septicus pneumoniás betegcsoportban az azonosítot kórokozók és az intestinalis
mikrobák közöti T-sejtes mimikri mértékének matematikai becslése
A pathogének és a bélbaktériumok közöti immunológiai keresztreaktivitás,
valamintaz APACHE I betegségsúlyossági pontszámiletvea betegség
kimenetele közöti összefüggés vizsgálata.
Az egyes kórokozóknak az intestinalis mikrobiális közösségfelé mutatotT-
sejtesmimikrihajlamaés az általuk okozot sepsisre vonatkozó nemzetközi
mortalitásiadatok összevetése.
Komplementreceptorok expressziójának vizsgálata humán monocyta eredetű
éret és éretlen dendritikus sejteken.
Az iC3b és iC3b-vel opszonizált részecskék MDC-k általi felvételének
vizsgálata.
A CR3 és CR4 receptorok szerepének vizsgálata a dendritikus sejtek
antigénfelvételében.
A CR3 és CR4 által közvetítet jelek hatásának vizsgálata a dendritikus sejtek
citokinteremlésére és T-sejt aktiváló képességére.
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3.MÓDSZEREK
3.1 Az immunválasz effektor fázisának vizsgálata: molekuláris mimikri szerepe
a sepsiskóréletanában
3.1.1 A vizsgálatunkban szereplő betegcsoport
Vizsgálatunkba valóbeválasztási kritériumok a következők voltak:aklinikum
iletve melkasröntgen alapján diagnosztizáltsepticus pneumonia; akórokozó species
mikrobiológiailag egyértelmű azonosítása (haemokulturából és/vagy
bronchoalveolaris lavage–BAL–mintákból), mely klinikailag is kórokozónak (nem
kontaminációnak) bizonyult; valamint a kórokozó teljes proteomának
hozzáférhetősége. A kizárási kritériumok az alábbiakvoltak: extrapulmonalis
septicus góc jelenléte, alterált immunválasszal vagy–nem maga a sepsis okozta–
immunszuppresszióval járó kísérőbetegségek iletve álapotok (pl. szteroidok és
egyéb immunszuppresszív szerek krónikus szedése, AIDS, malignus betegségek,
masszív transzfúzió, terhesség, szoptatás, autoimmun betegségek,gyógyszerindukált
cytopenia,krónikus betegségek végstádiuma).Az eredetileg 208 fős, septicus
pneumoniával diagnosztizált kaukázusi betegcsoportból összesen 59 fő (25 nő és 43
férfi) volt alkalmas a jelen vizsgálatba való bevonásra.A 5. ábra vázlatosan
bemutatjaa beválasztás algoritmusát, a2. táblázat pedig betegeink alapvető adatait.
Valamennyi beteg a Semmelweis Egyetem Aneszteziológiai és Intenzív
Terápiás Klinikájára került felvételre 2004 júniusa és 2007 júniusa közöt.A súlyos
sepsis és a septicus shock definícióit a 2001-esSCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS
konszenzus konferencia eredményének megfelelően használtuk[101].Valamennyi
betegünk kielégítete a „British Thoracic Society” súlyos pneumoniára vonatkozó
kritériumait, és elátásuk a „Surviving Sepsis Campaign” súlyos sepsisre és septicus
shockra vonatkozó irányelveinek megfelelően történt[4]. A betegek primeren széles
spektrumú empírikus antibiotikus kezelést kaptak a szóba jövő kórokozók várható
érzékenységének megfelelően, mely a mikrobiológiai eredmények birtokában
szükség szerint módosításra került. A csoport követése az intenzív osztályos elátás
végéig (elbocsátás vagy elhalálozás) tartot. A vizsgálat a helyi etikai bizotság
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engedélyének birtokában történt. Tekintetel ara, hogy az adatfeldolgozás
retrospektív módon történt, az etikai bizotság határozata alapján tájékozot
beleegyezésre nem volt szükség a betegek il. családtagjaik részéről.
5. Ábra.A betegek beválasztási algoritmusa vizsgálatunkba. Eredeti ábra angol nyelven:Kristóf K,
Madách K, Sándor N, Iványi Z, Király A, Erdei A, Tulassay E, Gál J, Bajtay Z:Impact of molecular
mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome,Mol.Immunol.49:(3)pp. 512-517.
(2011)
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AVIZSGÁLATBA BEVONT BETEGEK ALAPADATAI
Demográfiai adatok
Életkor (év) 63.95 (15-93)
Nem (férfi vs.nő) 57.6% vs. 42.4%
Kísérőbetegségek il. álapotok
Tápláltság (alultáplált vs. nem alultáplált) 16.9% vs. 83.1%
Ischaemiás szívbetegség (%) 47.5%
COPD (%) 52.5%
Hypertonia (%) 67.8%
Diabetes melitus (%) 30.5%
Az intenzív terápiás elátás alapadatai
Felvételkori APACHE I pontszám 17.97 (1-44)
Invazív gépi lélegeztetés szükségessége (%) 79.7%
Gépi lélegeztetés időtartama (nap) 11.94 (1-57)
Intenzív osztályon töltöt napok száma 13.17 (1-60)
Mortalitás (%) 35.6%
Mikrobiológiai jelemzők
Gram negatív; Gram pozitív; Atípusos; Kevert 44.1%; 13.6%; 10.2%; 32.2%
2. Táblázat.A vizsgálatba bevont betegeink alapvető adatai.Eredeti táblázat angol nyelven: Kristóf
K, Madách K, Sándor N, Iványi Z, Király A, Erdei A, Tulassay E, Gál J, Bajtay Z:Impact of
molecular mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome,Mol. Immunol.49:(3)pp.
512-517.(2011)
3.1.2 A molekuláris mimikri matematikai megközelítése
A T-sejtes immunológiai keresztreakciók várható mértékének becslésére egy
olasz munkacsoport által közölt éskísérletesenvalidált módszert használtunk fel
[25]. Az általunk alkalmazot beálítások a következők voltak: „peptidhossz”: 15
aminosav, „mismatch”: 7 (megfelel a szerzők által használt standard beálításoknak).
A módszer valószínűségszámításon alapul,egy adot fehérjeszekvencia és egy
fehérjekészlet közöti, lineáris epitópok szintén megvalósuló molekuláris mimikri
becslésére alkalmas. Kindulási adatként szükség van a kérdéses proteom aminosav-
összetételére, és a vizsgált fehérjetermészetű antigénszekvenciájára.A módszer
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összehasonlítja az antigénlehetséges,adot aminosav hosszúságú peptidjeit a
proteom aminosav-összetételéből rekonstruált epitópkészletel, fix számú hiba,
„mismatch” megengedése melet. A szerzők a megközelítést kísérletesen validálták,
és nagyon fokban megbízhatónak találták.
A nyers számítások eredménye primeren egy grafikon, melynek x-tengelyén a
vizsgált antigén egyes régiói láthatók (az első aminosavtól az utolsóig), az y-
tengelyen pedig az ilető régióhoz tartozó mimikri-valószínűség a vizsgált
fehérjekészletel szemben. A kérdéses antigénre vonatkozó teljes mimikri-
valószínűséget értelemszerűen a görbe alati terület adja meg. Tekintetel ara, hogy
minél hosszabb egy fehérje, annál több potenciális epitópot tartalmaz, az antigén
hosszával növeksziknemcsak specifikusan a vizsgált proteommal, hanem bármely
fehérjekészletel szembeni keresztreakciók valószínűsége. Ennek megoldása
érdekében a görbe alati területet normalizáltuk a vizsgált antigén hosszára (másképp
megfogalmazva: kiszámítotuk az antigén egy átlagos epitópjának mimikri-
valószínűségét a vizsgált fehérjekészletel szemben).
Vizsgálatunk során két proteomot kelet összehasonlítanunk egymással: a
betegekben azonosítot kórokozó(ka)t, és vagy az ember, vagy azintestinalis
baktériumok fehérjekészletét. Annak érdekében, hogy a lehető legpontosabb
eredményeket kapjuk, a kisebb proteomnak (tehát a kórokozónak vagy kórokozó
flórának) a teljes szekvenciáját, valaminta nagyobb fehérjekészlet aminosav-
összetételébőlvetük alapul. Tekintetel ara, hogy a vizsgálat retrospektív természete
nem tete lehetővé a betegekből izolált kórokozók egyedi szekvenálását, az ilető
species egy-egy reprezentatív törzsét vetük alapul az EBI nyilvános adatbázisa
alapján (htp:/www.ebi.ac.uk/ 2011. áprilisi álapot).
A humán intestinalis normál flóra aminosav-összetételétaz irodalomban
hozzáférhető adatok alapján álítotuk be[102], mol%-ra átváltva. Igenlényeges
megemlíteni, hogy ezek az értékek direkt mérések eredményei,ezért a különböző
intestinalis bakteriális antigéneknek az emberbenin vivoészlelhető előfordulási
arányait tükrözik. Az általunk számolt mimikri-valószínűségek tehát egészen
pontosan a következőt jelentik: „a kórokozó(k) és a normál flóra közöti T-sejtes
keresztreakciók becsült valószínűsége súlyozva az intestinalis antigének emberi
bélben mértin vivoelőfordulási arányaival”.Ha adot egy kérdéses antigénnel
szembeni lymphocytaválasz, logikusnak tűnik a feltételezés, hogy az ilető antigén
29
minél nagyobb kópiaszámban fordul elő egy szövetben, a szövet gyuladásos
károsodása várhatóan annál nagyobb lesz. Ennek alapján az általunk számítot
molekuláris mimikri egészen pontosan inkább a primeren pulmonalis kórokozó
elenében indukált, kereszteraktív lymphocyták által a bélnyálkahártyában okozot
gyuladásos károk mértékét becsli meg.
Tekintetel ara, hogy egy epitóp minél inkább hasonlít a saját fehérjekészletre,
ép immunrendszerel rendelkező emberben annál kisebb a valószínűsége a rá
specifikus T-sejteksikeres aktivációjának[25], szükséges volt egy további változó,
az infelammációs kvóciens (InfQ) bevezetése is. Ez az értéka „kórokozó versus
normál flóra” és a „kórokozó versus humán” mimikri valószínűség-függvények
hányadosának görbe alati területe, az antigén (kórokozó proteom) hosszára
normalizálva.Jelentése tehát igen hasonló a becsült „kórokozó versus normál flóra”
mimikri értékekhez, deazoknálpontosabb, mert figyelembe veszi az autoreaktív
lymphocyta-klónok gátlását is.
3.1.3 Statisztikai értékelés
Adataink statisztikai kiértékeléséhez az „SPSS for Windows” 13.0 verzióját
iletve a „Prism for Windows” 4.02-t használtuk (további információk:SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA; htp:/www.spss.com/; iletve GraphPad, San Diego, USA,
htp:/www.graphpad.com/). Sok változónk nem követe a Gauss-eloszlást, ezért
nemparametrikus próbákat alkalmaztunk: korelációk értékelésérea Spearman-féle
rho-t, két független csoport összehasonlítására a Mann-Whitney U-tesztet,
kategorikus változók összevetésére a Fisher exakt tesztet. Valamennyi statisztikai
elemzést „two-tailed” beálítással hajtotunk végre, szignifikánsnak P<0.05 esetén
tekintetük az eredményt.
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3.2 Az immunválasz indukciós szakaszának vizsgálata: komplementreceptorok
szerepének vizsgálata az antigénbemutatásban
3.2.1 A felhasznált reagensek és antitestek
A sejtek izolálásához és tenyésztéséhez a következő anyagokat használtuk fel:
Ficol-Paque (Amersham, Uppsala, Svédország); CD14+mikrogyöngyök (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Németország); CelGro szérummentes DC-médium
(CelGenix, Németország); rHuIL-4 (R&D systems); rHu GM-CSF (R&D systems);
LPS(Sigma, Magyarország);CFSE és FITC (Molecular Probes, Invitrogen, USA);
saponin (Fluka, Svájc); iC3b (Merck, Németország).
A következő primer és szekunder elenanyagokat használtuk a flow citometria
és a konfokális mikroszkópia során: anti-humán CD4-A647 (Santa Cruz, USA);
FITC-jelölt anti-biotin mAb (Sigma, Magyarország); streptavidine-Alexa546,
streptavidine-Alexa647, streptavidine-Alexa488, Alexa488-jelölt kecske anti-egér Ig
(Molecular Probes , Invitrogen, USA); FITC-jelölt anti-humán MHCI; FITC-jelölt
anti-humán CD83; FITC-jelölt anti-humán CD86; APC-jelölt  anti-hu mán CD14
mAb ésbiotiniláltanti-humánCD11b(BD PharMingen , USA); PE-konjugált egér
anti-humán mannóz receptor (mIgG1,3.29B1.10) az Immunotech-től
(Franciaország); biotinilált anti-humán CD40 (Serotec, Egyesült Királyság);
monoklonális anti-humán CD11b-RPE (Dako , Dánia); monoklonális anti-humán
CD11c, anti-humán CD11c-A647, mIgG1-A647 (BioLegend, USA), anti-humán
CD35-FITC  ( BD PharMingen , USA); anti-humán CD21-PE (Immunotools,
Németország); anti-humán iC3b (Quidel, USA); biotinilált anti-humán CD11c  és
FcR blokkoló (Miltenyi Biotec, Németország); TMG6-5: a CD11b ligandkötő
helyére specitikus mIgG1 (Andó István, Szeged, Magyarország).
3.2.2Emberi MDC-k előálítása, érésük nyomon követése
A humán monocytákat egészséges véradók bufy coat-jából izoláltuk, melyet
az Országos Vérelátó Szolgálat biztosítot számunkra(a Helsinki Deklaráció
értelmében tájékozot beleegyezés birtokában).A CD14+ monocyták izolálása
31
mágneses szeparációval, vagy zselatinrétegre való adherenciával történt, ahogy
csoportunk korábbi munkája során leírtuk[97].Az izolált sejteket ezt követően
CelGro szérummentes médiumban tenyésztetük,ehhez 100ng/ml rHu GM-CSF-et
és 15ng/ml rHu IL-4-et adtunk hozzá, melyeket 2 naponta pótoltunk.
Az 5. napon a CD14-éretlen monocyta eredetű dendritikus sejteket (imMDC)
mostuk, majd 50μg/ml iC3b–vel vagy 10μg/ml CD11b specifikus TMG6-5
monoklonális antitestel kezeltük 30 percig 37 fokos hőmérsékleten. Kontrolként
egy izotípus-azonos elenanyagot használtunk. Az inkubációt követően a sejteket
mostuk, majd további két napraa fent leírt citokinekkel kiegészítetfriss médiumba
helyeztük.A negatívkontrol imMDC-ket kezelés nélkül tenyésztetük tovább.
Pozitív kontrolnak olyan dendritikus sejteket vizsgáltunk, melyeket 1μg/ml LPS-sel
kezeltünk.A 7. napon fenotípusos (FACS) és funkcionális (MLR, citokin-mérések)
tesztekel jelemeztük a különbözőképpen kezelt sejteket.Az MDC-k érését a
következő sejtfelszíni markerek vizsgálatával követük: MHCI, CD40, CD83,
CD86, MR. A sejteket megjelöltük a markernek megfelelő elenanyaggal, majd
citofluorimetriávalvizsgáltuk.
3.2.3Áramlásicitometria
A fenotípusos vizsgálatokhoz a dendritikus sejteket 4 ºC hőmérsékleten, 20
percig inkubáltuk a megfelelő antitestel, majdkétszer FACS pufferben(PBS-1%
FCS-0,1% Na-azid)mostuk őket. Kontrolként izotípus-azonos elenanyagokat
használtunk. Az intraceluláris festéshez a sejteket 2%-es formaldehidet tartalmazó
PBS-ben fixáltuk, majd 0,2% saponinnal permeabilizáltuk. A jelölés egyebekben
hasonlóan történt, mint az extraceluláris markerek esetében. A mintákat
FACSCalibur il. FACSAria IIkészülékkelvizsgáltuk,CelQuest Pro (Becton
Dickinson) il. FACS Diva adatgyüjtő és FCS Express adatelemző programokkal. Az




A sejteket egy órán keresztül, 37 ºC hőmérsékleten kezeltük 50μg/ml
koncentrációjú iC3b-vel, majd fixáltuk, permeabilizáltuk, és anti-iC3b elenanyaggal
jelöltük őket. A vizualizációhoz egy szekunder, anti-egér-Alexa488 antitestet
használtunk. Az iC3b és a CD11b vagy CD11c ketősjelölése a következőképpen
történt: anti-iC3b elenanyag és anti-egér-Alexa488 valamint anti-CD11b vagy anti-
CD11c és streptavidin-Alexa647 segítségével. Az internalizáció követésére a
CD11b-t biotinilált anti-CD11b és streptavidin-Alexa546, a CD11c-t anti-CD11c-
Alexa647-tel jelöltük. A jelölést követően iC3b-vel opszonizáltStaphylococcus
aureustadtunk a sejtekhez 1 órára. Az említet sorend azért volt szükséges, mert a
fixálás során tönkremennének azok az epitópoka CD11b és CD11c molekulákon,
melyeket felismernének az elenanyagaink. Az antitesteket teszteltük az iC3b
kötésével való interferenciára, negatív eredményt kaptunk. A mintákat konfokális
mikroszkóp segítségével vizsgáltuk (Olympus IX81, Fluoview 500).
3.2.5 MLR teszt
Az MDC-ket a fent bemutatot kezelést követően, a hetedik napon 96-lyukú
plate-re helyeztük át, és alogén T-sejteket tetünk hozzájuktovábbi négy napra(a
DC:T-sejt arány 1:5 volt). A T-sejteket ezt megelőzően 0,5μmol-os CFSE-vel
jelöltük.A 4 nap letelte után citofluorimetriával vizsgáltuk a CD4-Alexa647-jelölt
sejtek CFSE-festődését. Három különböző mérés alapján álapítotuk meg az osztódó
sejtekátlagMFI±SD értékeit.
3.2.6 Citokinszintek mérése
Az MDC-k felülúszóit 24 órával a különböző kezelések után vizsgáltuk. Az IL-
6 és TNFα meghatározására az R&D szendvics-ELISA rendszerét használtuk, míg az
IL-8 koncentrációkat a BenderMedsystem Instant ELISA kit-jével mértük meg. Az
eredményeket három független kísérletből számítotuk, és átlagkoncentráció±SD
formájában mutatjuk be.
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3.2.7 Opszonizált antigén phagocytosisa
Vizsgálatainhoz Saccharomyces cerevisiaetés Staphylococcus aureust
használtunk, utóbbitaz Eötvös Loránd Tudományegyetem Mikrobiológiai
Tanszékéről kaptuk.Az élesztőt és a baktériumothővel elöltük, és FITC segítségével
jelöltük a gyártó előításainak megfelelően. Az érdetlen DC-k phagocytotikus
kapacitását vizsgálandó az antigéneket humán szérummal opszonizáltuk egy óra
hosszan, majd mostuk, és különböző körülmények közöt a sejtekhezadtuk őket. A
csak IgG-vel, komplementel nem opszonizáltS. aureuselőálításához a baktériumot
hőinaktivált szérummal inkubáltuk egy órán keresztül. Kontrolként nem opszonizált
élesztőt és baktériumot is felhasználtunk.Blokkolási kísérleteink során azanti-
CD11b iletve anti-CD11c elenanyagokat 100μg/ml-es koncentrációban, az FcR-
blokkoló Miltenyi reagenst pedig a gyártó előírásainak megfelelően használtuk. Az
éretlen dendritikus sejteket az élesztővel 1:5 DC:élesztő arányban, a baktériummal
200μg/ml-es koncentrációban inkubáltuk 2 óra hosszan CO2-inkubátorban. A
bekebelezet partikulumok mennyiségét tripánkék felhasználásával
citofluorimetriával, vagy a phagocytotikus index meghatározásával, invertoszkóp
segítségével számítotuk ki. Az eredményeket három független kísérlet adatai
alapján, átlag±SD formájában mutatjuk be.
3.2.8RNS csendesítés
Az RNS csendesítést a Prechtel és munkatársai által leírt módszer szerint
végeztük[103]. A kereskedelmi forgalomban hozzáférhető negatív kontrol siRNS-t
és CD11c il. CD11bspecifikussiRNS-t használtunk fel (Qiagen, Németország). A
dendritikus sejteket a diferenciáció nuladik és 3. napján 20μg siRNS-sel
transzfektáltuk, hogy az 5. napra CD11b-il. CD11c-csendesítet, vagy negatív
kontrol sejteket kapjunk. A CD11b és CD11c expresszióját citofluorimetriával
elenőriztük, és a további kísérleteket ugyanazon a napon végeztük el.
34
3.2.9 A sejthez kötöt iC3b és CR3 internalizációja
A sejthez kötöt iC3b sorsának nyomonkövetésére a sejteket 4 ºC-on 30 percig
inkubáltuk 50μg/ml iC3b-vel. Az integrinek aktivációs álapotának vizsgálata
érdekében kísérleteinket 5mM Mg2+jelenlétében is elvégeztük, mely ismerten az
aktív konformációs álapot kialakulásához vezet[104]. A fölösleges iC3b-t mosással
eltávolítotuk, majd 37 ºC-os CO2-inkubátorban tároltuk a sejteket.Hasonlóan
jártunk el a CR3 mozgásának vizsgálatakor. A sejteket TMG6-5 elenanyaggal
inkubáltuk 10μg/ml-es koncentrációban 30 percig jégen, hogy megelőzzuk az
internalizációt, majd 37 ºC-on inkubáltuk őket a jelzet ideig. Fixálást követően a
sejteket megjelöltük a sejt felszínén maradt iC3b-re és CR3-ra, majd áramlási
citometriával vizsgáltuk.
3.2.10 Statisztikai értékelés




3.1Az immunválasz effektor fázisának vizsgálata: molekuláris mimikri szerepe
a sepsis kóréletanában
4.1.1 A vizsgálatunkban szereplő betegek jelemzői
A vizsgálatunkba bevont betegek alapvető adatait iletően utalunk a2.
táblázatban foglaltakra. A várakozásnak megfelelően a magasabb APACHE I
pontszám iletveazelőrehaladotabb életkor a kedvezőtlen kimenetelel asszociált
(P<0.0001 és P<0.001 a túlélő és nem túlélő betegek összehasonlításában). Az
invazív gépi lélegeztetés szükségessége hasonló összefüggést mutatot az APACHE
I ponszémokkal (P<0.001) és a magasabb életkoral (P=0.038). A kísérőbetegségek
iletve álapotok közül (lásd:2. táblázat) egyik paraméter sem mutatot szignifikáns
összefüggést a sepsis kimenetelével, viszont a tápláltsági státusz befolyásolta a
betegség lefolyását: az alultáplált betegek (BMI<18,5 kg/m2) magasabb APACHE I
pontszámokkal érkeztek (p=0.037) és átlagosan hosszabb időt töltötek el az intenzív
osztályon (természetesen csak a túlélő csoportra számítva P=0.030). Az
eredményeket az6. ábra mutatja be.Női betegeink tendenciózusan jobb túlélést
mutatak, ez azonban nemérte el a statisztikai szignifikanciát (P=0.053).
4.1.2 A molekuláris mimikri és a betegség súlyosságának összefüggése
Abetegek azonosítot kórokozó flórájárakiszámítot inflammációs kvóciensek
(InfQ)(azaza „kórokozó flóra versus intestinalis mikrobák”/”kórokozó flóra versus
humán” mimikri-hányadosok) jól koreláltak az APACHE I betegségsúlyossági
pontszámokkal (RS=0.311; P=0.017). A nyers „kórokozó flóra versus intestinalis
mikrobák” mimikri becsült valószínűsége is tendenciózusan korelált az APACHE I
ponszámokkal, ez azonban nem érte el a statisztikai szignifikancia határát.Nem
találtunk azonban összefüggést abetegek azonosítot kórokozóinak emberi
proteommal mutatot becsült immunológiai keresztreaktivitása és a pneumonia
eredetű sepsis súlyossága közöt.
36
Azoknál a betegeknél, akik invazív gépi lélegeztetésre szorultak, az azonosítot
kórokozó flóra tendenciózusan magasabb InfQ értékeket mutatot, mely azonban–
feltehetően a viszonylag kis létszámú betegcsoport miat–statisztikailag nem volt
szignifikáns (P=0.091).
6. Ábra.A tápláltsági álapot összefüggése a pneumonia eredetű sepsis lefolyásával. (A) Az
alultáplált betegek (BMI<18,5 kg/m2) magasabb felvételi APACHE II pontszámokat értek el, és (B)
átlagosan hosszabb időt töltötek el az intenzív osztályon (túlélőkre vonatkoztatva). Eredeti ábra angol
nyelven: Kristóf K, Madách K, Sándor N, Iványi Z, Király A, Erdei A, Tulassay E, Gál J, Bajtay Z:
Impact of molecular mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome,Mol. Immunol.
49:(3)pp. 512-517.(2011)
4.1.3 A molekuláris mimikri és a betegség kimenetelének összefüggése
Vizsgálaticsoportunkban a kórokozó flóra intestinalis mikrobák irányába
mutatot becsült T-sejtes mimikri-hajlama szignifikánsan alacsonyabb volt a septicus
pneumoniát túlélő betegek körében (P=0.019). A kórokozó-specifikus T-
lymphocyták bélnyálkahártyában okozot, molekuláris mimikrin alapuló károsító
hatásátpontosabban tükrözőinflammációs kvóciensek(InfQ)ennél isegyértelműbb
asszociációt mutatak a betegség kimenetelével (P<0.01). Az eredményeket a7. ábra
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mutatja be. Lényeges megjegyezni, hogy az InfQ értékek nem lineáris, hanem
logaritmikus skálán mozognak, ezért a csekélynek tűnő eltéréseket ennek
ismeretében kel értelmeznünk. Az azonosítot kórokozó flóra emberi
fehérjekészletel mutatot T-sejtes mimikri-hajlama és a betegség kimenetele közöt
nem találtunk értékelhető összefüggést.
7. Ábra.Az azonosítot kórokozókés a bélflóra közöti T-sejtes molekuláris mimikriés a pneumonia
eredetű sepsis kimenetelének összefüggése. (A)Túlélő betegeink körében a kórokozó flóra és az
intestinalis mikrobák közöti mimikri becsült valószínűsége szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult,
mint a nem túlélők közöt.(B)Az inflammációs kvóciensek még egyértelműbben asszociáltak a
betegség kedvezőtlen kimenetelével. Eredeti ábra angol nyelven: Kristóf K, Madách K, Sándor N,
Iványi Z, Király A, Erdei A, Tulassay E, Gál J, Bajtay Z: Impact of molecular mimicry on the clinical
course and outcome of sepsis syndrome,Mol. Immunol.49:(3)pp. 512-517.(2011)
Tekintetel ara, hogy az igen szigorú beválasztási kritériumok miat vizsgálati
csoportunk viszonylag kis létszámú volt, szükségesnek tartotuk eredményeink
összevetését nagy nemzetközi tanulmányok adataival. Munkánk során aSOAP Study
eredményeit vetük alapul,mely több mint ezer septicus beteg adatait dolgozta fel
[105]. A tanulmány többek közöt foglalkozot az egyes kórokozók okozta sepsis
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mortalitási adataival is. Ezek közül, amelyik kórokozó esetében lehetséges volt,
kiszámítotuk a megfelelő inflammációs kvócienseket. A kapot eredményeket
kiértékelve azt találtuk, hogy az InfQ hányadosok szignifikáns korelációt mutatnak a
megfelelő mortalitási értékekkel (P<0.05; R2=0.6432). Az összefüggést a8. ábra
mutatja be.
8.Ábra.A SOAP tanulmányból származó, egyes kórokozókra vonatkozó mortalitási adatok
összefüggése az ilető pathogénre számítot inflammációs kvóciensekkel.Az „y” tengely beosztása
logaritmikus.Eredeti ábra angol nyelven: Kristóf K, Madách K, Sándor N, IványiZ, Király A, Erdei
A, Tulassay E, Gál J, Bajtay Z: Impact of molecular mimicry on the clinical course and outcome of
sepsis syndrome,Mol. Immunol.49:(3)pp. 512-517.(2011)
Lényeges megemlíteni, hogy az összehasonlítás akkor lenne teljesen objektív,
haa tanulmányban szereplő betegekre érvényesek letek volna a jelen vizsgálatban
alkalmazot szigorú kizárási kritériumok, és standardizálva let volna az infekció
góca. Ezen adatok nem egységes volta ugyanis torzíthatja a kapot összefüggést.
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Tekintetel ara azonban, hogy ezek a torzítások nagyobb valószínűséggel fedhetnek
el egy valós összefüggést, mintsem statisztikailag szignifikánsnak tüntetnének fel
egy nem létező korelációt, figyelemreméltó az egyezés jelen vizsgálatunk
eredményeivel.
4.1.4 Immunológiai keresztreaktivitás Gram pozitív és Gram negatív kórokozó
speciesek esetében
Tekintetel a Gram-pozitív és Gram-negatív sepsis eltérő immunpathológiájáról
szóló irodalmi adatokra (részletesebben lásd a bevezető fejezetben)
összehasonlítotuk a betegeink körében előforduló Gram-pozitív és Gram-negatív
kórokozók T-sejtes mimikrire vonatkozó becsült értékeit. Azt találtuk, hogy a Gram-
negatív pathogének esetén a „kórokozó versus intestinalis flóra” mimikri számítot
értéke szignifikánsan nagyobb volt aGram-pozitív csoporténál (P=0.01). Mindez
nem meglepő, ismerve a bélflóra Gram-negatív dominanciáját. Érdekes módon a
Gram-negatívak nemcsak a bélbaktériumok, hanem a humán fehérjekészlet felé is
szignifikánsan nagyobb mimikri-hajlamot mutatak (P=0.018).Az inflammációs
kvóciensek tekintetében is egyértelműen magasabb értékeket kaptunk a Gram-
negatív baktériumok esetében a Gram-pozitív csoporthoz viszonyítva (P=0.003).
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4.2 Az immunválasz indukciós szakaszának vizsgálata: komplementreceptorok
szerepének vizsgálata az antigénbemutatásban
4.2.1 Komplementreceptorok expressziója emberi MDC-ken
Munkacsoportunk korábban azt találta, hogy az MDC-k a macrophagokhoz
iletvea B-lymphocytákhozhasonlóanképesek C3b-t kovalensen kötni a felszínükre,
és ez a jelenség fokozza az antigénbemutatásuk hatékonyságát[97, 106, 107].A
komplementreceptorokat iletően dendritikus sejteken ezdáig csak a CR3-t és a CR4-
t vizsgálták[108, 109], a CR1-t és CR2-t nem. Ere való tekintetel mind éretlen,
mind éret dendritikus sejteken megvizsgáltuk a CR1, CR2, CR3 és CR4 jelenlétét.
9.Ábra.A CD35, CD21, CD11b és CD11c expressziója éret éséretlen MDC-ken.
„A”: CD35 (CR1), „B”: CD21 (CR2), „C”: CD11b (CR3) és „D”: CD11c (CR4) sejtfelszíni
expressziója imMDC-ken és maMDC-ken. Az éret MDC-ket éretlen MDC-k 1μg/ml LPS-sel való két
napos inkubációja révén álítotuk elő. A fekete hisztogram azéretlen, a szükre az éret dendritikus
sejteket mutatja, míg a szürkével kitöltöt görbe az izotípuskontrolra vonatkozik. Öt elvégzet
kísérletből egy reprezentatívat mutatunk be. „E”: az MDC-k érése során a CD11b mennyisége
csökkent, míg a CD11c expressziója nőt. A változást a következőképpen fejezzük ki:ΔMFI CD11b
maMDC/ ΔMFI CD11b imMDC iletve ΔMFI CD11c maMDC/ ΔMFI CD11c imMDC. Azábrán öt
független kísérlet adatai láthatók ± SD.Eredeti ábra angol nyelven: Sandor N,Kristof K, Parej K, Pap
D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic
cels.Immunobiology,218(4):pp. 652-63.(2013)[110]
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Megfigyeléseink szerint értetlen MDC-ken igen kis mennyiségű CR1 volt jelen, mely
az érés során teljesen eltűnt (9. ábra „A”).A CR2 jelenlétét sem éret, sem éretlen
MDC-ken nem tudtuk kimutatni (9. ábra „B”). A CD11b-t és CD11c-t az MDC-k
konstitutívan expresszálták (9. ábra „C” és „D”), ám LPS-indukált érésük során amíg
a CR3 mennyisége csökkent, a CR4-é szignifikánsan (P=0.018) növekedet. A CR3
és CR4 molekulák abszolút száma ugyan nagy egyéni variabilitást mutatot, de a
diferenciáció során megfigyelt változás mindig szignifikáns maradt (9. ábra „E”).
4.2.2 Az iC3b és iC3b által opszonizált partikulumok felvétele éretlen MDC-kbe
Az integrinek ismerten az aktív konformáció felvételét igénylik ahhoz, hogy
képesek legyenek ligandjaik kötésére [111], ezért megvizsgáltuk az éretlen
dendritikus sejtek CR3 és CR4 receptorainak ligandkötő kapacitását. Az éretlen
MDC-ket iC3b-vel, a CR3 és CR4 természetes ligandjával inkubáltuk 30 percig 4 ºC-
on, majd Alexa488-jelölt elenanyaggal vizsgáltuk a kötést.Ahogy a 10. ábra
mutatja, a kísérlet kezdetén (gyakorlatilag a 0. percben) erőteljes iC3b-lerakódást
találtunk a sejtek felszínén. Mivel a Mg2+ jelenlétébenaz integrinek aktív
konformációsálapotbakerülnek[104],a kísérletet elvégeztük Mg2+-mal előkezelt
dendritikus sejteken is, a „Módszerek” fejezetben leírtaknak megfelelően. Az
előkezelés nem fokozta a ligand kötését a receptorokhoz, ami ara enged
következtetni, hogy a CR3 és CR4 komplementreceptorok már eleve aktív
konformációban voltakjelen a sejtmembránon.
A következőkben a receptorhoz kötöt iC3b sorsát vizsgáltuk.Ehhez a sejteket
4 ºC-on iC3b-vel kezeltük, majd 37 ºC-on inkubáltuk őket, hogy lehetővé tegyük az
internalizációt (lásd a „Módszerek” fejezetben). Két óra múlva a sejthezkötöt iC3b
mennyisége szignifikánsan (P=0.0039) csökkent, majd 48 óraelteltével további
csökkenést mutatot (10. ábra „A”). Konfokális mikroszkópiával vizsgáltuk, hogy az
iC3b sejtfelszínről való eltűnése a sejtről való lelökődéssel vagy internalizációval
függ össze. Azt találtuk, hogy a felszínhez kötöt iC3b-t a sejtek két óra elteltével
bekebelezik, a C3 fragmentumokat apró foltos elrendeződésben mutatuk ki (10. ábra
„B”). Az iC3b-t mint a CR3, mind a CR4 kötöte; a sejtek iC3b-vel 4 ºC-on történő
előkezelését követően az iC3b-t CD11b-vel és CD11c-vel együt is ki tudtuk mutatni
(10. ábra „C”).
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10. Ábra.Az iC3b és iC3b-vel opszonizált részecskék kötése az éretlen MDC-khez. „A”Az imMDC-
ket iC3b-vel inkubáltuk, majd mosást követően 37 ºC-on tovább tenyésztetük őket. A feltüntetet
időpontokban vizsgáltuk a sejtfelszínhez kötöt iC3b mennyiségét. Három független kísérletből kapot
adatokalapján tüntetjük fel aΔMFI±SDértékeket. ***P=0.0004 „B”Konfokális mikroszkópiás kép
37 ºC-on 2 órán keresztüliC3b-vel kezelt, majdiC3b-re megjelölt imMDC-kről. 60x-os nagyítás. Öt
független kísérletből egy reprezentatívat mutatunk be. „C” Konfokális mikroszkópiás kép iC3b-vel
inkubált, és iC3b-re/CD11b-re (felső panel) vagy iC3b-re/CD11c-re (alsó panel) ketősen megjelölt
imMDC-kről. Az iC3b zöld színben a CD11b/CD11c kék színben látható. A nagyítás 60x-os. Három
független kísérletből egy reprezentatívat mutatunk be. „D”és „E”Éretlen MDC-ket inkubáltunk iC3b-
vel opszonizált élesztővelvagy FITC-szel jelölt, iC3b-vel opszonizált bakrétiummala feltüntetet
hőmérsékleten 2 órán át, majdvizsgáltuk a phagocytosis mértékét (phagocytotikus index számítása il.
áramlási citometria segítségével).A nem opszonizált antigénre vonatkozó értékeket levontuk mindkét
esetben. Három független kísérlet átlagát±SD adjuk meg.Eredeti ábra angol nyelven: Sandor N,
Kristof K, Parej K, Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor
on human dendritic cels.Immunobiology,218(4):pp. 652-63.(2013)[110]
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Tekintetel ara, hogy a CR3-atés a CR4-etis nagy mennyiségben
expresszálták az MDC-k (9. ábra „C” és „D”),megvizsgáltuk ezek szerepét az iC3b-
vel opszonizált részecskék fagocitózisában.A kísérleteinkben használt élesztő (S.
cerevisiae) és baktérium (S. aureus) a C3-at elsősorban iC3b formájában fixálja a
sejtfelszínen[112]. Az opszonizált élesztő és baktérium 4ºC-on és 37 ºC-on történő
phagocytosisát a10. ábra „D” és „E” mutatja.
4.2.3 A CR3dominánsszerepe az iC3b-vel opszonizált antigénfelvételében
Anak elenére, hogy egyértelmű adatok nem mutatnak rá, a CR3 és CR4
funkcióját általábanigenhasonlónak tartják, hiszen mindkető részt vesz az iC3b-vel
opszonizált részecskék megkötésében és felvételében. A két receptorszerepéről
alkotot képünk pontosítása érdekében vizsgáltuk az iC3b-vel opszonizált élesztő-és
baktériumsejtek (S. cerevisiaeésS. aureus) phagocytosisát éretlen MDC-kben anti-
CD11b vagy anti-CD11c antitest jelenlétében is. Azt találtuk, hogy az anti-CD11b
elenanyag az izotípus-kontrolhoz képest szignifikánsan csökkentete az iC3b-vel
opszonizált részecskék felvételét. Ez a hatás valamennyi, a kísérleteinkben használt
antigén esetében egyformán érvényesült. Az anti-CD11c antitest semmilyen módon
nem befolyásolta a phagocytosist (11. ábra„A” és „B”).
Tekintetel ara, hogy az Fc-receptorok is részt vesznek a phagocytosisban, és
interferálnak a komplementreceptorokkal, megvizsgáltuk annak a lehetőségét, hogy
az anti-CD11b elenanyag esetleg az Fc-receptorokra hatva fejtené ki az észlelt gátló
hatását. Ennek érdekében vizsgáltuk nem opszonizált, iletvehőinaktivált szérummal
előkezelt baktériumok phagocytosisát is MDC-kben. Utóbbi esetben
komplementkötés nem jön létre, de IgG kapcsolódik az antigén felszínéhez, így az
Fc-receptorok által közvetítet phagocytosis lehetősége adot. Erdeményeink szerint a
nem opszonizált baktériumokat az MDC-k csupán 12%-a vete fel, és az IgG-vel való
opszonizáció is csak 17%-ra emelte ezt az arányt (11. ábra„C”).A normál
szérummal előkezelt baktériumokat elenben az MDC-k 66%-a phagocytálta (11.
ábra„C”).
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11. ábra.A CR3 receptor meghatározó szerepe a CR4-gyel szemben az iC3b-vel opszonizált antigén
phagocytosisában imMDC-ben. „A”Opszonizált élesztő phagocytosisaanti-CD11b, antiCD11c és
izotípuskontrol-elenanyag jelenlétében(az adatoknégy független kísérlet eredményét mutatják±SD).
*P=0.0329.„B”Opszonizált baktérium phagocytosisaanti-CD11b, antiCD11c és izotípuskontrol-
elenanyag jelenlétében(az adatok négy független kísérlet eredményét mutatják±SD). *P=0.0387. „C”
Nem opszonizált, hőinaktivált savóval opszonizált és iC3-vel opszonizáltS. aureusphagocytosisa
imMDC-kben (öt független kísérletből egy reprezentatívat mutatunk be). A számok a phagocytosisra
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képes MDC-k százalékos arányát jelölik. A fekete görbe az MDC-kre vonatkozik,a szürke hisztogram
az autofluoreszcencia.„D” és „E” Nem opszonizált (D) iletve hőinaktivált savóval opszonizált€
baktérium phagocytosisa anti-CD11b, antiCD11c és izotípuskontrol-elenanyag jelenlétében (az
adatok négy független kísérlet eredményét mutatják±SD). „F” Opszonizált baktérium phagocytosisa
FcR-blokád melet il. anélkül (átlag±SD).Eredeti ábra angol nyelven: Sandor N,Kristof K, Parej K,
Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic
cels.Immunobiology,218(4):pp. 652-63.(2013)[110]
A CD11b és CD11c együtes blokkolása nem volt hatássalsem a hőinaktivált
szérummal előkezelt, sem a nem opszonizált antigén felvételére(11. ábra„D” és
„E”), ami ara enged következtetni, hogy a CR3 ésCR4 receptorok MDC-kben nem
befolyásolják az esetleges mintázatfelismerő-receptorok által közvetítet, vagy Fc-
receptor-mediált phagocytosist. A folyamatranemvolt hatással azFc-receptor
blokkoló jelenléte sem (11. ábra„F”).
A kapot eredményeinket megerősíteték az siRNS-ekkel végzet kísérleteink
is. A diferenciálódó dendritikus sejteket CD11b-re vagy CD11c-re specifikus
siRNS-sel transzfektáltuk, így a kontrol siRNS-kezelt csoporthoz képest a CR3-at
vagy a CR4-et szignifikánsan alacsonyabb mennyiségben expresszálóéretlen MDC-
ket kaptunk (12. ábra„A” és „B”). Az expresszió-csökkentés hatásfoka kb. 70%-os
volt. A kezelt sejtekkel elvégezve kísérleteinket a korábban részletezetekkel
egybevágó eredményeket kaptunk: a CD11c csökkent mennyisége nem befolyásolta
az antigén phagocytosisát (12. ábra„C” és „D”), míg a CD11b expressziójának
csökkenése jelentősen rontota az iC3b-vel opszonizált élesztő vagy baktérium
felvételét (12. ábra„E” és „F”). A CD11b-t alulexpresszáló és a kontrol MDC-k
közöt nem találtunk különbséget a nem opszonizált antigének phagocytosisában (12.
ábra„G” és „H”), így elvetetük annak lehetőségét, hogy a CD11b-specifikus siRNS
a sejtek phagocytotikus kapacitását egészébenrontotavolna.
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12. ábra.Az CD11b meghatározó szerepe iC3b-vel opszonizált antigének phagocytosisában imMDC-
kben–siRNS-sel végzet kísérletek eredményei.„A” A CD11b expresszió csökkentésének
eredményessége kb. 70%-os volt (egy reprezentatív mérést mutatunk be). A fekete görbe a kontrol, a
szürke hisztogram a CD11b-specifikus siRNS-sel transzfektált MDC-kre vonatkozik. „B” A CD11c
expresszió csökkentésének eredményessége kb. 70%-os volt (egy reprezentatív mérést mutatunk be).
„C” és „D” Az iC3b-vel opszonizált élesztő („C”) és baktérium („D”) phagocytosisa kontrol és
CD11c-t csökkenten expresszáló MDC-kben (ötfüggetlen kísérlet átlaga±SD).„E” és „F” Az iC3b-
vel opszonizált élesztő („E”) és baktérium („F”) phagocytosisa kontrol és CD11b-t csökkenten
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expresszáló MDC-kben (öt független kísérlet átlaga±SD). P=0.0065 az élesztő, P=0.0012 a baktérium
esetében. „G” és „H” Nem opszonizált élesztő („G”) és baktérium („H”) phagocytosisa kontrol és
CD11c-t csökkenten expresszáló MDC-kben (öt független kísérlet átlaga±SD).Eredeti ábra angol
nyelven: Sandor N,Kristof K, Parej K, Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic
complement receptor on human dendritic cels.Immunobiology,218(4):pp. 652-63.(2013)[110]
4.2.4 A CR3 és CR4 sorsa az iC3b-vel opszonizált antigénfelvétele során
A komplementreceptor-mediált phagocytosis részleteinek további vizsgálata
érdekében konfokális mikroszkópiával követük az iC3b-vel opszonizált, MDC-k
által felvetStaphylococcus aureussorsát.A13. ábra„A-D” mutatja a CD11b (piros
színnel) ésa CD11c (kék színnel) elhelyezkedését az éretlen MDC-ken, a ligand
jelenléte nélkül. A két szomszédos sejtet keresztező sárga vonal mentén
kiszámítotuk és hisztogramon ábrázoltuk a fluoreszcencia-intenzitást. A felvételek
alapján egyértelműen megálapítható a CR3 és CR4 receptorok kolokalizációja a
sejtmembránon. A13. ábra„E-H” mutatja a receptorok megjelölését követően 200
μg/ml koncentrációjú iC3b-vel opszonizáltS. aureusbaktériumokkal inkubált MDC-
ket. Látható, hogy ebben az esetben a CD11b a sejt belsejébe került, így majdnem
teljesen eltűnt a membránról, míg a CD11c nagyrészt a sejt felszínén maradt.
A kapot eredmények megerősítése érdekében áramlási citometriával is
megvizsgáltuk a sejtfelszíni CD11b és CD11c mennyiségét az opszonizáltS. aureus
felvételeelőt és után.A sejteket a ligand hiányában, majd később a phagocytosist
követően is megjelöltük CD11b-re és CD11c-re.A13. ábra„I” bemutatja, hogy a
phagocytosist követően a CD11b mennyisége csökkent a sejtmembránon, míg a
CD11c változatlanul jelen volt. A13. ábra„E” része–ahol a CD11b majdnem
teljesen hiányzik a membránról–és „I” része–ahol a molekula még a phagocytosist
követően is jelen van a felszínen–közöti látszólagos elentmondást magyarázza,
hogy a CD11b recirkulációja a membrán és a sejten belüli készletek közöt igen
gyors[113]. A citofluorimetriás méréseknél ezért meg tudtuk jelölni azokat a
receptorokat is,melyek a membránra kerülnek, míg a konfokális mikroszkópia során
a CD11b eltűnik a sejtfelszínről, mivel a molekulákat csak közvetlenül a
phagocytosis előt jelöltük meg. Adataink arra is utalnak, hogy a CD11c is részt
vehet a komplemetreceptor-mediált antigénfelvételben, szerepe azonban nem
meghatározó.
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13. ábra.A CR3 és CR4 sorsa az iC3b-vel opszonizált antigén megkötését követően. A CD11b-t
piros, a CD11c-t kék színnel jelöltük meg. „A” CD11b elhelyezkedése, „B” CD11c elhelyezkedése,
„C” a két felvétel átfedéseantigén hiányában. „D”Ajelölt receptorok fluoreszcencia-intenzitása a
feltüntetet sárga vonal mentén. Látható, hogy mindkét receptor a sejtmembránon (sárga nyilak)
található. „E-H” iC3b-vel opszonizáltS. aureusphagocytosisát követően a CD11b (piros színnel) és
CD11c (kék színnel) kolokalizációja megbomlik, a CD11b szinte maradéktalanul belép a sejt
belsejébe, míg a CD11c nagyrészt a membránon marad. „I” Sejtfelszíni CD11b és CD11c kimutatása
imMDC-ken áramlási citometriával az iC3b-vel opszonizáltS. aureusphagocytosisa előt és után
(három független kísérlet átlaga±SD). **P=0.0052. „J” A CD11b ligandkötő helyére specifikus
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TMG6-5 elenanyaggal kezeltük az MDC-ketjégen, mely az antitest kötését megengedi, az
internalizációt azonban nem.Ezután mosástkövetően 37º-on inkubáltuk a sejteket, és a feltüntetet
időpontokban áramlási citometriával mértük a sejtfelszíni CD11b mennyiségét(három független
kísérlet átlagát tüntetük fel±SD).Eredeti ábra angol nyelven: SandorN,Kristof K, Parej K, Pap D,
Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic cels.
Immunobiology,218(4):pp. 652-63.(2013)[110]
A CR3 szerepének további feltárása érdekében felhasználtuk a TMG6-5
elenanyagot, mely specifikus a CD11b ligandkötő helyére. Mindenekelőt
elenőriztük, hogy az antitest a természetes ligandhoz hasonlóan viselkedik-e, így
citofluorimetriával követük a TMG6-5-tel kezelt MDC-k esetében az internalizációt.
A13. ábra„J” mutatja, hogy a TMG6-5 általkeresztkötöt CD11b hasonlóképpen
internalizálódot, mint a természetes ligand esetében. Ere az adatra alapozva a
továbbiakban a TMG6-5 antitest felhasználásával vizsgáltuk a CD11b funkcióját az
éretlen dendritikus sejteken.
4.2.5 A CR3 keresztkötése nem vezet a DC-k éréséhez
Eredményeink szerint mind a CR3, mind a CR4 aktív konformációs álapotban
található meg az éretlen MDC-k felszínén, készen természetes ligandja kötésére.
Miután kimutatuk a CD11b domináns szerepét az iC3b-mediált phagocytosisban,
ara kerestük a választ, hogy a folyamat elindíthatja-e a dendritikus sejtek érését.
Ehhez az éretlen MDC-ket vagy iC3b-vel, vagy a TMG6-5 elenanyaggal kezeltük–
előbbi előnye, hogy a receptorokat természetes ligandjukkal ingereljük, hátránya
viszont, hogy nem specifikus, hiszen mind a CD11b, mind pedig a CD11c köti. A
sejteket 37 ºC-on 30 percig inkubáltuk a különböző ligandok jelenlétében, majd
mosást követően további két napig tenyésztetük őket. A sejtek aktivációs álapotát
áramlási citometriával vizsgáltuk, a sejtfelszíni MHCI, MR, CD40, CD83 és CD86
expresszió meghatározásával. A 3. táblázatban bemutatot adatok alapján
megálapítotuk, hogy sem az iC3b, sem a TMG6-5 il. az izotípuskontrol nem
okozot szignifikáns változásokat az MDC-k fenotípusában. Mindez ara utal, hogy a
korábban leírt tolerogén hatás [114-119] nem CD11b-dependens. Pozitív
kontrolként LPS-kezelt dendritikus sejteket használtunk, melyek klasszikus
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MHC II 293.95 ± 61.08 456.61 ± 51.35 317.46 ± 34.53 265.65 ± 61.2 288.73 ± 40.23
MR 44.97 ± 2.87 32.26 ± 1.6 44.57 ± 3.83 45.02 ± 5.11 45.84 ± 3.46
CD40 204.42±14.18 294.42 ± 24.84 217.42±15.79 226.45 ± 23.18 224.6 ± 18.61
CD83 8.10 ± 0.45 25.93 ± 2.33 7.53 ± 0.76 7.25 ± 0.74 7.08 ± 0.75
CD86 50.44 ± 3.03 138.38 ± 58.32 49.65 ± 12.08 47.22 ± 10.23 39.21±7.98
3. Táblázat.Sejtfelszíni markerek expressziója áramlási citometriás meghatározással éretlen és éret
MDC-ken, valamint iC3b-vel, anti-CD11b-vel és izotípuskontrol antitestel kezelt imMDC-ken. Az
éret MDC-ket LPS-sel való inkubáció révén nyertük imMDC-kből.Az éret MDC-k és a nem kezelt
kontrol sejtek összehasonlításában: P=0.0019 (MHC II); P<0.0001 (MR); P=0.0001 (CD40);
P<0.0001 (CD83); P=0.0098 (CD86).Öt független kísérlet átlagosΔMFIértékeit adjuk meg ±SD.
Eredeti táblázat angol nyelven: Sandor N,KristofK, Parej K, Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the
dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic cels.Immunobiology,218(4):pp.
652-63.(2013)[110]
4.2.6 A CR3 ligandkötése nem befolyásolja a DC-kT-sejt aktivációját és
citokintermelését
Munkánk során vizsgáltuk az iC3b-vel iletve TMG6-5 elenanyaggal kezelt
sejtek citokintermelését és alogén T-sejt aktiváló képességét is. Az éretlen DC-ket
két napig inkubáltuk az iC3b vagy a TMG6-5 jelenlétében, majd további 4 napra
alogén T-lymphocytákkal tenyésztetük őket tovább 1:5-ös DC:T-sejt arányban.
Áramlási citometriával vizsgáltuk a CFSE-és CD4-jelölt T-sejtek proliferációját. A
14. ábramutatja, hogy sem az iC3b, sem a TMG6-5 nem befolyásolta a dendritikus
sejtek T-sejt aktiváló kapacitását. Mértük továbbáa kezelt sejtek IL-8, IL-6 és TNFα-
termelését is, de azt találtuk, hogy a CR3 ingerlése nem váltja ki számotevően az
említet citokinek termelését (14. ábra„B-D”). Pozitív kontrolként it is LPS-kezelt
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sejteket használtunk, melyek jól stimulálták az allogén T-lymphocytákat és nagy
mennyiségben termelték az említet citokineket.
14. ábra.A CR3 receptor ingerlésének funkcionális következményei MDC-kben. „A” Éretlen, éret,
izotípuskontrol antitestel, anti-CD11b-vel iletve iC3b-vel inkubált MDC-k alogén T-sejt aktiváló
képessége. „B-D” Az említet sejtcsoportok IL-6, IL-8 és TNF-α termelése.Öt független kísérlet
átlagát ±SD adjuk meg. *P=0.0271;***P<0.0001.Eredeti ábra angol nyelven: Sandor N,Kristof K,




A mondern intenzív terápiabővülőlehetőségei elenére a súlyos fertőzések
okozta halálozás napjainkban is elfogadhatatlanul magas[2]. Ehhez jelentős
mértékben hozzájárul, hogy a sepsis immunológiájával kapcsolatos ismereteinka
gyorsuló üteműalapkutatások melet is egyelőre hiányosak.Az eddigi eredmények
alapján körvonalazódni látszik, hogy a sepsis nem tekinthető egységes betegségnek,
mert bár klinikailag hasonlóan nyilvánulhat meg, immun-pathomechanizmusát
tekintve a kórokozó flóra mikrobiológiai jelemzőitől, a fertőzéses góc
elhelyezkedésétől és a beteg egyéni jelemzőitől függően igen heterogén szindróma
[120]. Az eredményes beavatkozásnak, iletve a halálozás további csökkentésének
kikerülhetetlen feltétele, hogy jobban megismerjük az emberi antimikrobiális
immunválasz részleteit,továbbáaz általános infekció-biológiai tudás melet a
súlyos, életveszélyes fertőzések kóréletanáról is kiegészítő ismeretekkel
rendelkezzünk.
Azintestinalis nyálkahártyának a sepsis kóréletanában betöltöt szerepe igen
régóta napirenden van a gyuladás-immunológiai kutatások kapcsán. A kezdeti
elképzelést, melyszerint asérült nyálkahártyán át történő bakteriális transzlokáció az
immunológiailag túlterhelt szervezet szövetei felé a sepsis „motorja” lenne, azutóbbi
évekkutatási eredményei finomítoták. Kiderült, hogy az intestinalis mikrobialis
közösség messzemenőkig nem passzív résztvevője az eseményeknek, hanema QS-
rendszer révénérzékenyen, aktívan és koordináltan reagál az othonukat biztosító
szervezetet fenyegető álapotokra. Amennyibena baktériumokveszélyben érzik
környezetüketés a bélrendszerben valótúlélésüket,egymással folyamatosan
kommunikálvavirulenciagéneket kapcsolnak be,toxinokat termelnek, megbontják a
hám védelmi rendszerétés elárasztják a gazdaszervezet szöveteit[26].
A klasszikus immunológiából ismert jelenség, hogy az adaptív immunrendszer
specificitása nem száz százalékos, mert a lymphocyták által felismert epitópok
viszonylag kis kiterjedésűek,és azonos vagy hasonló motívumok egymástól eltérő
antigéneken is jelen lehetnek. Újabb adatok szerint T-sejtek esetében ezek a
tévedések meglehetősen mindennaposak, és valószínűségük matematikailag
megbecsülhető [25]. Ismerve azt a jelenséget, hogy az intestinalis baktériumok
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veszély-érzékelése azok kifejezet virulenciáját idézhet elő, felmerült a lehetőség,
hogy amennyiben a kórokozó elen indukált T-lymphocyták abélbaktériumok felé
irányulómolekuláris mimikri miat „tévedésből” szekunder gyuladást okoznak a
bálnyálkahártyában, aza sepsis súlyosságát iletve kimenetelét ronthatja. Munkánk
során bioinformatikai eszközök segítségével vizsgáltuk ezt a hipotézist.
Vizsgálatunkhoz a pneumonia eredetű sepsist választotuk. Ez egyfelől
megkönnyítete a kórokozó vagy kórokozók igen pontos, mikrobiológiailag és
klinkailag is egyértelmű azonosítását–mely számításaink előfeltétele volt–hiszen
az alsó légutak életani körülmények közöt sterilek,ígykontamináló normál flóra
nem zavarta a vizsgálatot. Másfelől, mivel a fertőzéselsődlegeshelyeanatómiailag
távol volt a bélnyálkahártyától, a molekuláris mimikri révénpotenciálisankialakuló
szekunder gyuladásos folyamatot nem befolyásolhata a primer góc közvetlen
közelsége. Lényeges volt továbbá, hogy ezen a módon egységessé vált a vizsgálati
populáción belül a fertőzés góca, mely hitelesebbé tete a kapot eredményeket.
Tekintetel ara, hogy a beválasztási kritériumaink igen szigorúak voltak (kizártuk az
extrapulmonalis fertőzéses góccal rendelkezőket, valamint–magán a sepsisen kívül
– a bármilyen immunszuppressziót iletve immunmodulációt okozni képes
kísérőbetegséggel/álapotal kezelt betegeinket is), a vizsgálati csoport viszonylag kis
létszámúmaradt. Megemlítjük azonban, hogy a csoport rizikófaktoraiiletve
mortalitásimutatóiis megegyeznek a szakirodalomban felelhető korábbi adatokkal
[105, 121-124], melyalátámasztja a minta reprezentatív voltát.A maximális
pontosság érdekében a mikrobiológiai diagnózist haemokulturák és BAL (broncho-
alveolaris lavage) minták tenyésztése alapján nyertük, a molekuláris mimikri
matematikai becslését pedig egy közölt, kísérletesen validált, meglehetősen precíz
közelítést adó algoritmus alapján végeztük el[25].
Azt találtuk, hogy a kórokozó flóra és az intestinalis baktériumok közöti,
lineális epitópokat figyelembe véve becsült immunológiai hasonlóságrosszabb
APACHE I betegségsúlyossági pontszámokkal, és kedvezőtlen kimenetelel (a beteg
halálával) asszociált. Az inflammációs kvóciensek ebben a tekintetben pontosabb
összefüggést mutatak a vizsgált paraméterekkel, ami várható is volt, tekintetel ara,
hogy ezek azértékek–a számítot „nyers” kórokozó versusbélbaktériumok
mimikrivel elentétben–figyelembe veszik azt is, hogy az autoantigénekre jobban
hasonlító epitópokkal szemben kevésbé várható lymphocytaválasz.Mindez teljesen
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összhangban volt a mimikri becslésére szolgáló algoritmus szerzőgárdájának
megfigyeléseivel is, mely szerint egy epitóp immunigenitása exponenciális
összefüggésben ál az autoantigénekhez való hasonlósága reciprokával [25].
Tekintetel ara, hogy vizsgálati csoportunk a szigorú beválasztási kritériumok miat
kis létszámú volt, megvizsgáltuk a jóval terjedelmesebbbetegpopulációt átekintő
SOAP vizsgálat eredményeit is.Azt találtuk, hogy azegyes kórokozókra kiszámolt
inflammációs kvóciensek koreláltak a kórokozóhoz kapcsolódó sepsis mortalitási
mutatókkal. Természetesen ezt az összefüggést megfelelő kritikával kel
szemlélnünk, hiszen ebben az esetbena betegekrenem teljesültekamaximális
precizitást biztosító feltételek (fertőzéses góc egységessége, releváns
kísérőbetegségek kizárása). Ennek elenére a kapot összefüggés figyelemreméltó.
Számításaink természetéből fakadóan az inflammációs kvóciensek valójában
azt fejezik ki, hogyaz eredetilegkórokozókkal szemben indukált T-lymphocyták
molekuláris mimikri révén várhatóan milyen mértékű szekunder gyuladást képesek
okozni az intestinalis nyálkahártyában (részletesen lásd a „Módszerek” fejezetben).
Az InfQ értékek és a betegség súlyossága iletve kimenetele közöti összefüggés
maximálisan összhangban ál azokkal az eredményekkel, melyek szerint a
bélbaktériumok fokozot invazivitással és agresszivitással reagálnak környezetük
veszélyeztetetségére, valamint azzal is, hogy a stressz alat áló bélnyálkahártyából
elvezetet nyirok sokszervi elégtelenség kialakulásához hozzájáruló mediátorokat
tartalmazhat[26].Valószínűnek tűnik, hogy ezekkel függhet össze a kórokozó versus
bélflóra mimikri negatív hatása sepsisben.
Eredményeink újra felhívják a figyelmet arra az ismert, ám a klinikumban
gyakran ignorált tényre, hogy a kórokozó természete messzemenőkig befolyásolja a
sepsis immunpathomechanizmusát, a szervezet válaszát, és végső soron a betegség
lefolyását iletve kimenetelét. Mindez megfogalmazódot már a PIRO-koncepcióban
(„predisposition, infection, response, organ dysfunction”) is, mely a sepsist a
predisponáló faktorok, a fertőzés jelege, a szervezet válasza és a kialakuló
szervdiszfunkciók alapján igyekszik megérteni[125]. Vizsgálatunk alapján felmerül
annaklehetősége, hogy a kórokozó és az intestinalis mikrobiális közösség közöti
molekuláris mimikri egyike lehet azon tényezőknek, melyek megkülönböztetik a
mikrobiológiailag eltérő sepsis-típusokat.
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Igen figyelemreméltó, hogy az inflammációs kvóciensek a Gram-negatív
kórokozók esetében statisztikailag magasabbak, mint a Gram-pozitív csoportban.
Mindez természetesen érthető, hiszen ismerjük a bélbaktériumok Gram-negatív
túlsúlyát. Mindezek alapján azonban felmerül annak lehetősége, hogy a Gram-
negatív kórokozók–általában, de nem mindig!–azért okoznánakin vivonagyobb
amplitúdójú gyuladásos választsepsisben[16-18, 20-22], mert a bélbaktériumokkal
mutatot immunológiai hasonlóság révén egy önrontó gyuladásos kört hoznának
létre az intestnalisnyálkahártyában. Ebben a folyamatban egyértelmű, hogy nem
közvetlenül a Gram-negatív sejtfalal függne össze ez a jelenség, hanem egy, a
Gram-negativitáshoz asszociáló másodlagos tulajdonsággal (a magasabb
inflammációs kvóciensekkel).Mindez érthetőbbé tenné azt a jelenséget, hogyin vitro
a Gram pozitívok is jól indukálják a gyuladásos citokinek termelődését, valamint azt
is, hogy a Gram-negatív csoport magasabb gyuladáskeltő potenciálja csak
általánosságban igaz, egyéni kivételek vannak.
Természetesenmeg kel említenünk vizsgálatunk korlátait is. Mindenekelőt
tudnunk kel, hogy a matematikai modelezés–bár a kísérletes munkának igen
hasznos kiegészítője–soha nem pótolhatja azt, csupán alapul szolgálhat további
ötletek megszületéséhez, iletve igazolásra váró hipotéziseket álíthatunk fel
segítségével. Másrészről, a vizsgálati populáció viszonylag alacsony létszáma is
óvatosságra int, mielőt messzemenő következtetéseket vonnánk le. Meg kel
említenünk azt is, hogy az inflammációs kvóciensek számításakor az ember
fiziológiás normál flóráját vetük alapul, melynek összetétele egészséges egyének
közöti összehasonlításban meglehetősen kis szórásokat mutat[102], ám sepsisben
gyorsan és dinamikusan változik. Ez komoly problémát jelenthetne, viszont
figyelembe véve, hogy az APACHE I pontszámok az első 24 óra paraméterei
alapján kerülnek kiszámításra, eredményeink értelmezhetők maradnak. Mindössze
tudatában kel lennünk, hogy a bélnyálkahártya elen induló legelső szekunder
gyuladásos shub összefüggését vizsgáltuk az első 24 óra eseményeivel, valamint a
betegség végső kimenetelével.Mindezen korlátok elenére a kapot összefüggések jó
szignifikanciájaés teljes elméleti összhangja az elmúlt évek eredményeivel igen
figyelemreméltó, elgondolkodtató, és további kísérletes kutatásokra ösztönöz.
A septicus betegek elátása során a bélnyálkahártyában folyó események
meleti további kelemetlen jelenség a szekunderimmunparalízis, és ehhez
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kapcsolódóan a másodlagos fertőzésekre való fokozot hajlam.A jelenség
immunológiai-biológiai hátere még messzemenőkig nem tisztázot részleteiben, de
hozzájárulhat a problémához, hogy sepsisben a monocyta eredetű dendritikus sejtek
jelentős mértékben tolerogén módon diferenciálódnak, és anergiás vagy
regulatorikus irányban elkötelezet T-lymphocytákat indukálnak[98]. Ennek pontos
molekuláris alapja egyelőre még nem felderítet, mindazonáltal egyes adatok
felveteték a CR3 komplementreceptor potenciális szerepét dendritikus sejtek
toleralizálásában[99, 100].Vizsgálatunk második felében így a CR3 és CR4
komplemenreceptorok szerepétjártuk körülhumán momocyta eredetű dendritikus
sejtek működésében, és beleértve a T-lymphocyták indukcióját is.
Azt találtuk, hogy a CD11bösszekapcsolódásatermészetes ligandjával, az
iC3b-vel, vagy a kötőhelyre specifikus elenanyagala CR3 receptor 10 percen
belüli internalizálódásához vezet, deez a jelenség nem jár együt a dendritikus sejtek
fenotípusának megváltozásával.Mindez igencsak figyelemreméltó, hiszen korábbi
vizsgálatok eredményei alapján a CR3elsősorbaninhibitoros receptornak tűnt, mely
immunológiai tolerancia kialakulását segítené[99, 104, 115, 118, 126, 127].
Az általunk használt kísérleti rendszerben a CD11b blokkolása szignifikánsan
csökkentete az iC3b-vel opszonizált élesztő vagyStaphylococcus aureuséretlen
monocyta eredetű dendritikus sejtek általi felvételét, míg a CD11c gátlása nem
okozot kimutathatózavart a folyamatban.Mindez összecseng más kutatók
eredményeivel, akik monocyták vizsgálata során azt találták, hogy a CD11c ugyan
részt vesz a sejtadhézióban, de a CD11b szerepe lényegesen fontosabb a
citoszkeletális mozgások megindításában[128].Eredményeink azt mutatják, hogy
ugyan a CR3 és a CR4 receptorok egyaránt szerepet játszanak a
komplementfehérjévelopszonizált részecskék felvételében, a CD11c-hez való
kapcsolódás önmagában nem elegendő a phagocytosis megindulásához, ebben a
CD11b kiemelt jelentősége egyértelmű.
A C3 komplementkomponens egy akutfázis-fehérje, aktivációs termékeinek
mennyisége a gyuladásos stimulusokra megemelkedik a különböző testnedvekben.
Munkacsoportunk korábbi eredményei azt mutaták, hogy a monocyta eredetű
dendritikus sejtek a macrophagokkal szemben nem termelnek C3-at, viszont képesek
azt kovalensen megkötni a felszínükön, és ez a folyamat a DC-k éréséhez, valamint
az alogén T-sejtek proliferációjának hatékony stimulálásához vezet[97]. Jelen
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munkánksorán azt találtuk, hogy a pahtogén felszínén fixált iC3b és a dendritikus
sejtek CR3 iletve CR4 receptorai közöti interakció más-más következményekkel
jár. Bemutatuk, hogy–elentétben a kovalensen fixált C3-fragmentumokkal–az
iC3b kötődése a CR3 iletve CR4 receptorokhoz nem vezetet a dendritikus sejtek
diferenciációjához, sem proinflammatorikus citokinek termeléséhez, ráadásul a
dendritikus sejtek alogén T-sejt stimuláló kapacitását sem befolyásolta az iC3b.
Ezek az eredmények, valamint munkacsoportunkkorábbi adatai kiemelik az érésben
lévő dendritikus sejt mikrokörnyezetének jelentőségét. Ugyanis teljesen más életni
válaszhoz vezet, ha a dendritikus sejtnek lehetősége van C3-at fixálni saját C3b-
akceptor helyein, vagy haéppeniC3b-vel opszonizált antigénekkel hat kölcsön.
Feltételezésünk szerint előbbi esetben adendritikus sejtek környezetében lévő
macrophagok által szekretált natív C3-at a dendritikus sejtek membránhoz kötöt
proteázaikkal elhasítják, és kovalensen megkötik[106, 129-132].Abban az esetben
azonban, amikor érésben lévő dendritikus sejtek kölcsönhatnak iC3b-vel opszonizált
antigénekkel, a CR3 és CR4 receptoroké lesz a főszerep, és a végeredmény egészen
más lehet. A CR3 receptoron keresztüli stimulus önmagában nem vezet a dendritikus
sejtek diferenciálódásához, de ezeknek a receptoroknak komoly szerep jut a
komplementel opszonizált pathogének felvételében. Másrészről a CR4 receptor
önmagában nem képes phagocytosis iniciálására. Úgy tűnik, igen bonyolult összjáték
van a dendritikus sejtek különböző komplement-kötő struktúrái közöt, mely döntő
módon befolyásolja a sejt aktuális válaszát. Mindenképpen további kutatásokra lesz
szükség, hogy jobban megértsük ezeket az interakciókat, így a CR3 és CR4-es
komplementreceptorok életani funkciójáról is pontosabb képet kapjunk.
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6.ÖSSZEFOGLALÁS
Munkánk sorána kórokozó és az intestinalis mikrobialis flóra közöti T-sejtes
molekuláris mimikri, valamint a dendritikus sejtek CR3 és CR4 receptorainak
szerepét vizsgáltuk a humán antimikrobiális immunválaszban.
Megálapítotuk, hogy humánpneumonia eredetű sepsisben a kórokozó és a
bélbaktériumok közöti, lieáris epitópok szintjén értelmezet immunológiai
hasonlóság a betegség súlyosságát mutató APACHE I ponszámokkal korelál, és
magasabb értéke akezvezőtlen klinikai kimenetelel (a beteghalálával) asszociál.
Korelációt mutatunk ki a nagy számú septicus beteget magában foglaló SOAP
vizsgálat sepsis mortalitási adatai és a kérdéses kórokozókra kiszámítot
inflammációs kvóciensek közöt. Ez az összefüggés–asaját vizsgálatunkbanis
használtszigorú beválasztási kritériumok nem teljesülése miat –kritikával
szemlélendő, de figyelemreméltó. A jelenség okának akórokozó-specifikus T-sejtek
által,molekuláris mimikri révéna bélnyálkahártyábanokozotszekunder gyuladást
sejtjük, mely aktiválhatja a bélbaktériumok QS-rendszerét, és koordinált,
gazdaszervezet-elenesbakteriális ofenzívátidézhetelő. Kimutatuk továbbá, hogya
Gram-negatív kórokozócsoport–a bélbaktériumok Gram-negatív dominanciája
alapján érthetően–magasabb inflammációs kvóciensekkel rendelkezik, ami felveti a
lehetőségét, hogy aGram-negatív sepsist kísérő általában nagyobb amplitúdójú
gyuladásos reakció esetleg a mimikri okozta szekunder intestinalis gyuladással, és
nem közvetlenül a kórokozó sejtfalának összetételével függhet össze.
A humán MDC-k vizsgálata során megálapítotuk, hogy aDC-k érése során a
CR3 sejtfelszíni expressziója csökken, a CR4-é nő. ACR3 és CR4 receptorok közül
az iC3b-vel opszonizált részecskék phagocytosisában a CR3 kiemelkedő szerepe
egyértelmű a CR4-gyel szemben.Megálapítotuk, hogy a CR3 receptor ugyan
komoly szerepet játszik a komplementel opszonizált kórokozók phagocytosisában,
nem befolyásolja sem a DC-kdiferenciációját, sem citokintermelésüket, sem T-sejt
aktiváló képességüket.A CR3-ról mint toleranciát közvetítőreceptoról szóló
korábbi adatoktükrében eredményeinkkiemelik a sejt mikrokörnyezetének
jelentőségét az érés során, mely alapjaiban befolyásolhatja a sejt későbbi válaszait.
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7.SUMMARY
In this work,we undertook to investigate the role of T-cel molecular mimicry
between pathogens and gut commensals along with CR3 and CR4 complement
receptors of dendritic cels in human antimicrobial immunity.
We have found, that the immunological similarity between the pathogenic flora
and gut bacteria on the level of linear epitopes corelates with APACHE I scores
and associates with disadvantageous outcome (death of patients) in human
pneumonia-induced sepsis. We also found a corelation between sepsis mortality
rates by causative agent and coresponding inflammatory quotiens based on the
results of the SOAP study, which investigated a large number of septic patients. The
later relationship must be interpreted with caution, since maximaly accurate
comparison would require strict enrolment criteria (standardization of the study
population along with the site of infection), it is however notable. As the primary
reason for this phenomenon, we suppose a secondary inflammation in the gut mucosa
induced by pathogen-specific T lymphocytes via molecular mimicry, that trigger the
bacterial QS-system and induces a coordinated bacterial atack against the host. We
also found, that Gram-negative species tend to reach higher inflammatory quotients,
which is comprehensible considering the Gram-negative dominance of the gut flora.
This finding however raises the possibility, that the potencial of Gram-negative
pathogens to induce a higher-amplitude inflammatory response in sepsis might be
primarily related to molecular mimicry and not the structure of the cel wal itself.
Investigating human MDC-s, wefound that the expression of CR3 decreases,
while that of CR4 increases by the maturation of dendritic cels. In the phagocytosis
of iC3b-opsonized particles by DCs, the dominant role of CR3 over CR4 was
obvious. We found, that although CR3 had a celar role in the phagocytosis of
complement-opsonzed pathogens, it had no effect on the differentiation, cytokine
production and T-cel activating ability of dendritic cels. Considering former results,
that report CR3 to mediate tolerogenic signals, our results underline the importance
of the microenvironment of dendritic cels, which fundamentaly affects the actual
response of the cel.
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